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I. INTRODUCAO

a) Mifase ¢ a Cochliomyia hominivorax

Dentre as pragas do gado bovino no Brasil, devemos destacar trés pela sua grande
importincia econdmica: carrapato (dcaros), berne (Dermatobia hominis) e bicheira (Cochliomyia
hominivorax). O presente trabalho trata da andlise de populagdes brasileiras (Estado de Sdo
Paulo) de C.hominivorax, a chamada mosca da bicheira que € considerada a principal responsdvel
por mifase em vertebrados.

O termo mifase designa a infestagdo causada por larvas de dipteros que pelo menos por
algum periodo durante o seu desenvolvimento se alimentam dos tecidos vivos ou mortos do
hospedeiro, de suas substincias corporais liquidas ou do alimento por ele ingerido. Entre as
espécies de moscas causadoras de mifases, destacam-se as pertencentes a familia Calliphoridae,
que inclui dois grupos: o primeiro inclue moscas cujas larvas se alimentam e se desenvolvem em
feridas recentes de animais vivos, causando mifase primdria, e aquelas cujas larvas sdo invasoras
de tecidos necrosados das feridas e/ou material organico em decomposi¢do causando mifase
secunddria. No primeiro grupo, destaca-se a espécie Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1958).
No Brasil, esta espécie € considerada a principal causadora de miiase em vertebrados silvestres
e especialmente nos domésticos tais como bovinos (principal hospedeiro), suinos, ovinos €
caprinos.

O ciclo de vida de C. hominivorax na natureza é de aproximadamente 18 a 20 dias. No
oitavo dia apds a emergéncia, as fémeas fecundadas podem ovipor uma massa de ovos de cerca
de 250 ovos (geralmente nas bordas de alguma ferida aberta). Apds um periodo embriondrio de

aproximadamente 12 horas, as larvas emergem e imediatamente comecam a se alimentar dos
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tecidos dérmicos e subdérmicos da ferida. Apés cinco dias de desenvolvimento as larvas atingem
0 terceiro estdgio, saem da ferida e caem no solo, onde sofrem a muda pupal. O periodo de pupa
dura em média 6 dias, seguido da emergéncia dos adultos. Com um periodo de cerca de oito dias
de idade, as fémeas podem ovipor completando o ciclo de vida da espécie.

A distribuicdo geogrdfica desta espécie € ampla e anteriormente compreendia a regido Nedrtica
da América do Norte, toda a América Central ¢ América do Sul (Baumhover, 1966).
Atualmente, a distribuicio continental desta praga € inteiramente Neotropical devido a
erradicacio nos Estados Unidos e México, através da técnica de esterilizagdo de insetos (Snow
et al. 1985; Taylor et al. 1991; FAO, 1992). Porém, recentemente foi notificada a presenga de
C.hominivorax na Libia a partir de 1988 (Beesley, 1990 ¢ FAO, 1993).Esta foi a primeira vez
que a presenca deste ectoparasita foi registrada no continente africano ¢ também fora das
Américas. De acordo com pesquisadores do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
esta espécie de mosca atingiu a Libia acidentalmente hd cerca de 3 anos atrds, em decorréncia
do tréfico de animais domésticos provenientes da América do Sul. Até o momento a infestagdo
por C.hominivorax est4 restrita a uma drea de 20.000 Km2 em torno de Tripoli (30 Km ao sul
de Tripoli e 60 Km ao leste da divisa com Tunisia). Cerca de 2000 animais domésticos foram
infestados além de 200 casos de mifase humana. Porém isto é apenas uma prévia do que poderd
acontecer se C.hominivorax se espalhar para o resto da Africa e se introduzir na Europa, onde
as consequéncias econdmicas e sociais seriam devastadoras. Através de um convénio entre a
FAO, IAEA, USDA e governo da Libia, foi iniciado e estd em andamento um projeto visando

a erradica¢do pela técnica de insetos estéreis, cujo custo € da ordem de 80 milhGes de ddlares

anuais.



Entidades ligadas ao comércio e aproveitamento do couro, avaliaram os prejuizos
provocados por esta praga no ano de 1992. Com relagdo ao setor coureiro, de acordo com
informagdes da Associa¢do de Curtumes Brasileiros, em 1992 os prejufzos causados pela bicheira
C. hominivorax e pelo berne Dermatobia hominis, tem acarretado 2 indistria nacional de calgados
e artefatos de couro, uma perda entre 15% e 20% de cada peca de couro. A avaliagdo do setor
coureiro aponta as prdticas de manejo (marcagdo a ferro de forma inadequada, cortes no arame
farpado e outras escoria¢des) como responsdveis por 60% dos defeitos do couro cru. Deste total
40% sio provocados por estas pragas.

Traduzindo em cifras, esta perda representa prejuizos de US$ 250 milhdes na receita
anual do setor primdrio (pecuaristas, frigorificos e curtumes), colocando a producdo de couro
brasileiro numa situacdo de desvantagem em relacdo ao da Argentina e da Europa, que
apresentam um rebanho bovino menor quando comparado ao do Brasil.

Segundo dados da Secretaria de Defesa Animal do Ministério de Agricultura, o berne,
a bicheira e o carrapato infestam 90% do rebanho brasileiro. Os prejuizos na produgido de carne
leite e derivados do couro em decorréncia destas pragas sdo extremamente altos.

Embora a mosca da bicheira tenha como principais hospedeiros os animais domésticos,
0 homem € também altamente suscetivel ao ataque desta espécie. O prdprio nome da espécie
(C.hominivorax), descrita em 1858 por Coquerel, foi devido a ter sido registrada pela primeira
vez causando mifase em um homem em Cayena, na Guiana Francesa. No Brasil, sdo frequentes

€ numerosos 0s casos de mifases humanas registrados (Fraiha et al, 1979).



Em 1937, Knipling foi o primeiro a propor um método de erradicacdo da mosca da
bicheira através da liberagdo de moscas esterilizadas por radiagio ionizante, método denominado
de esterilizacdo de machos. As primeiras tentativas de utilizagdo do método foram conduzidas
com éxito na ilha de Curagao (Baumhover, 1966), onde foi possivel erradicar C. hominivorax.

Embora, este método esteja sendo empregado com sucesso no México e em alguns pafses
da América Central, parece ndo ser o mais indicado para as condi¢Ges do Brasil, devido a grande
extensdo territorial, por ser um método caro e que depende, para o €xito das medidas de controle
adotadas, da cooperagdo de paises vizinhos que também apresentam esta praga.

Porém, paralelo ao sucesso obtido através do emprego desta técnica, foi verificado nos
Estados Unidos e México uma redugdo da sua eficiéncia, junto com sucessivas e severas
reinfestagdes da mosca da bicheira (Richardson er al. 1982a). A razdo destas reinfestacoes foi
atribuida ao fato da linhagem criada no laboratdrio, embora, aparentemente idéntica aquela da
natureza, ndo competir com €xito durante o acasalamento, com a linhagem selvagem.

No Brasil, 0 método empregado no combate a esta praga € através do uso de inseticidas
quimicos. Com este método s3o gastos anualmente cerca de 50 milhdes de ddlares na importagao
de produtos quimicos para combater estas infestacoes. Além de ser um método de custo elevado,
devido a necessidade de aplicages freqiientes, ndo resolve a questdo de prevencdo das miiases.
Devido a adquisi¢do de resisténcia genética da praga para alguns dos inseticidas utilizados no seu
combate.

Do ponto de vista genético, bascado em estudos realizados a nivel cariotipico,
morfolégico e de compatibilidade sexual em diferentes populagdes de C.hominivorax, foram

obtidas interpretacOes divergentes. Richardson er al. (1982 a e b), sugerem isolamento sexual



entre algumas populagOes que apresentaram certa diferenciacdo morfoldgica e cariotipica,
caracterizando C.hominivorax como um complexo de espécies cripticas. Ao contrdrio, as
interpretagdes sobre a variabilidade cariotipica desta espécie dadas por McInnis (1981) sugerem
que a variabilidade encontrada nesta espécie decorre de um polimorfismo cromossdmico de uma
tnica populagio intercruzante. No Brasil, Azeredo-Espin (1987) realizou um estudo abrangente
em diversas populacoes brasileiras desta espécie, através de andlise cariotipica, morfométrica e
de compatibilidade sexual. Este trabalho sugere que C; hominivorax € um complexo biolégico
com grande variabilidade intra e interpopulacional em franco processo evolutivo.

Desta forma vemos que, o conhecimento que se deve ter a nivel genético sobre esta praga
da pecudria, poderd elucidar a extensdo da variabilidade genética presente nas populacdes de

C.hominivorax analisadas.

b) O DNA mitocondrial.

Uma questdo importante a ser analisada quando se trabalha com organismos de qualquer
espécie, € a verificagdo da extensdo da variabilidade genética observada em populagdes naturais.
Vdrios sao os métodos que podem ser utilizados para se analisar esta variabilidade, envolvendo
desde estudos de variagdo morfoldgica e comportamental até métodos mais sofisticados, que tem
sido aperfeigoados nas ltimas décadas. Com efeito, os avangos na genética tem sido acelerados
através da utiliza¢@o de técnicas a nfvel molecular. Estes avangos trouxeram novas perspectivas
ao estudo da biologia evolutiva, ¢ hoje sdo numerosos os métodos empregados para estudos
genéticos e evolutivos envolvendo diretamente os dcidos nucléicos (DNA e RNA), protefnas e

cromossomos. As informagdes sobre a variabilidade genética obtidas através do DNA, RNA e/ou



protefnas podem fornecer um conjunto de marcadores genéticos para examinar a estrutura
genética de populagdes de uma espécie, ou mesmo estimar relaghes entre espécies
correlacionadas.

A nivel molecular os estudos envolvendo 0 DNA (nuclear e/ou mitocondrial) com
endonucleases de restricdo para andlise da variabilidade genética intra e inter especffica tém sido
amplamente utilizados. Recentementg, estudos utilizando vdrios taxa de animais tém demonstrado
que a andlise do DNAmitocondrial (DNAmt) € um método sensivel para detectar a estrutura
populacional de uma espécie e/ou espécies cripticas (Avise ef al. 1983). Grande parte dos
trabalhos que envolvem a andlise do DNAmt foram revisados por Wilson ez al. (1985), Avise
et al. (1987), Moritz et al. (1987), Avise et al. (1991) e Wostenholme (1992).

O DNA mitocondrial animal possui caracteristicas fundamentais que 0 tornam muito
~ importante para estudos evolutivos: é uma molécula distinta do DNA nuclear. Seu mimero de
c6pias hapléide e a transmissdo géralmentc maternal, sem recombinacdo (Brown, 1983), o
tornam menos suscetivel 3 homogeneizagio genética interpopulacional via fluxo génico, e mais
suscetfvel ao afunilamento da populacdo (Wilson ez al. 1985). Uma outra caracteristica do
genoma mitocondrial, que torna sua andlise vantajosa, € a de ser pequeno e simples quando
comparado com o tamanho e a natureza complexa do genoma nuclear. Ele contém 17 kpb na
maioria dos metazodrios, isto quer dizer, cerca de 0,0001% do comprimento total do DNA
nuclear de mamiferos (Avise ef al. 1991). Em contraste com 0 DNA nuclear, 0 DNAmt animal
¢ uma molécula circular de dupla fita. Sua estrutura covalentemente fechada (Brown, 1983), ¢
compacta, ndo apresentando introns, transposons, DNA repetitivo (exclusivamente na regido "D-

loop” ou A+T), pseudogenes ou sequéncias espagadoras entre os genes. Assim, devido ao



reduzido mimero de mecanismos de variagio disponfveis no genoma mitocondrial, sua evolugio
em seqiiéncias de bases parece ocorrer de modo mais rdpido, simples e direto que o genoma
nuclear.

A maior parte dos RNAs mensageiros mitocondriais nao apresentam sequéncias 5° e 3’
nao traduzidas, isto €, comegam com 0 codon de iniciacdo e terminam com 0 codon de término,
sendo a cauda de poli A, adicionada pés transcricionalmente (Wallace, 1992). A organizacao dos
genes, em geral, parece ser conservada. Por exemplo, a ordem génica € idéntica em muitos
mamiferos e anuros, mas difere da encontrada em Drosophila (Avise et al. 1987) e Apis mellifera
(Arias et al. 1990), que sdo por sua vez semelhantes entre si.

O conteddo génico desta molécula, consiste em 13 genes para RNAs mensageiros
correspondentes a sub-unidades das enzimas que participam na cadeia de transporte de elétrons,
no sistema de fosforilacdo oxidativa (Wa]hpe, 1992), 2 genes para RNAs ribossomais (12S e
16S) e 22 genes para RNAs de tr@sferéncia. Ao lado desses 37 genes, existe também em
vertebrados e equinodermas a drea conhecida como "D-loop" ou regido controle com
aproximadamente 800 pares de bases € que, em Drosophila, é denominada de regido rica em
A+T, e exerce o controle de replicagdo e transcrigdo. A replicagdio do DNAmt animal €
unidirecional e altamente assimétrica (Clayton, 1982). Em vertebrados, particularmente a maioria
dos genes mitocondriais estdo separados por RNAs de transferéncia, os quais agem como sinais
para o processamento de transcritos policistrOnicos (Ojala et al. 1980).

Embora a mitoc6ndria tenha seu préprio DNA, ndo € geneticamente autosuficiente, isto
é, depende estruturalmente e funcionalmente do micleo. Este determina a sintese de todas as

enzimas requeridas para os processos de replicacdo, transcrigdo e tradugio (Grivell, 1983). Os



ribossomos mitocondriais sd0 constituidos pelos RNAs ribossomais 12S e 16S codificados pelo
DNAmt e por proteinas nucleares.

Devido a0 DNAmt exibir considerdvel variagdo intra e interpopulacional, este genoma
tem demonstrado ser um marcador genético efetivo para analisar a estrutura de populagdes,
padrdo de variagdo geogrdfica e padrao de coloniza¢do de uma espécie (Avise et al. 1987). Por
exemplo, Sheppard er al. (1992) analisando o DNAmt com endonucleases de restri¢io, em
populagoes naturais e de laboratorio da mosca das frutas Ceratitis capitata, provenientes de
Havai, Venezuela, Argentina, Califérnia e Guatemala, verificaram a existéncia de dois haplStipos
mitocondriais entre todas as populagdes estudadas. O haplétipo observado na amostra do Havai
ndo corresponde ao apresentado pela populagio da Califérnia fornecendo uma forte evidéncia de

que a infestagdo na Califérnia n3o foi causada por Ceratitis provenientes do Havai.

A andlise do DNAmt em populacoes do roedor Peromyscus maniculatus da América do
Norte, revelou que esta espécie € estruturada em populagdes distintas, enquanto que a andlise de
alozimas ndo permitiu mostrar tal subdivisdo (Avise et al. 1979). Posteriormente, Aquadro e
Avise (1982), estudando esta mesma espécie de roedor, verificaram altos niveis de variacdo
alozimica em popula¢Oes de Colorado e Wyoming (USA). Surpreendentemente essas mesmas
populagdes foram essencialmente idénticas ao nivel do DNAmt (Lansman et al. 1983).

A divergéncia entre alozimas ¢ DNAmt, pode ser o resultado de selegdo diferencial sobre
uma populagdo que inicialmente possui uma bagagem genética similar, ou pela existéncia de

diferencas fundamentais entre as filogenias materna e paterna. Os autores Lansman et al. (1983),



sugerem ainda que nas populagoes de P. maniculatus as fémeas tenham sofrido afunilamento em
maior intensidade que os machos. Uma outra possibilidade (Lansman er al. 1981), € que a
dispersdo sexual diferencial, poderia produzir uma continua introdu¢do de gemes nucleares
heterogéneos através da migracdo de machos nas populagdes que permanecem homogéneas com
relagdo a um ancestral materno.

Estes estudos tem analisado, fundamentalmente, 0 DNAmt com endonucleases de
restri¢do, técnica denominada de RFLP (do inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphism).
Porém, uma outra abordagem evolutiva tem sido obtida através do sequenciamento completo ou
de parte do genoma mitocondrial. A seqiiéncia completa do DNAmt de 14 organismos j4 foi
obtida; no roedor Mus musculus (Bibb et al. 1981), bovino e humano (Anderson et al. 1981
e 1982), em Xenopus (Roe et al. 1985), Drosophila (Clary & Wostenholme, 1984), nematGides
(Okimoto et al. 1992) e outros, além de vdrios organismos dos quais j4 se tem dados da
seqiiéncia parcial do DNAmt. Estas anz{lxses tem fornecido importantes dados para se estabelecer
comparagdes de seqiiéncias entre organismos (revisao em Wostenholme, 1992).

Estudos envolvendo 0 DNAmt de uma grande diversidade de grupos animais tem revelado
uma significativa variabilidade entre taxa, tanto na ordem génica como no tamanho do genoma
(Harrison, 1989).

A andlise do genoma mitocondrial, em estudos evolutivos evidenciou também a existéncia
neste genoma, de trés tipos de mudangas: 1.- Substituicdo de bases; 2.- Varia¢do no comprimento

da molécula e 3.- Rearranjos de seqii€ncia (revisdo em Moritz et al. 1987).



A ocorréncia do tipo 2 isto €, variagdo no tamanho da molécula, constitui uma evidéncia
inequivoca de que no DNAmt animal, ocorrem delegdes e/ou adigdes de bases durante a evolucdo
de algumas espécies de animais (Brown, 1983).

A maioria das células somdticas e odcitos maduros contém milhares de moléculas de
DNAmt portadoras da mesma informagao genética (condigdo conhecida como homoplasmia).
Porém, uma mutagio ocorfida em alguma dessas moléculas de DNAmt, pode gerar a condigio
de heteroplasmia, na qual dois ou mais gen6tipos mitocondriais coexistem dentro de um dnico
individuo (Solignac et al. 1983; Rand et al. 1986; Avise et al. 1987; Rand & Harrison, 1989).
Os individuos heteropldsmicos apresentam normalmente inser¢oes e€/ou deleches que aparecem
confinadas quase que exclusivamente na regido "D-loop" de replicacdo em vertebrados ou regiao
rica em A+T em Drosophila e outros invertebrados, e nas regides adjacentes ndo transcritas.

Em alguns casos, a variagdo de comprimento observada € devida a duplicagdo de
pequenos segmentos no DNA. De§te modo, os vdrios tipos de DNAmt podem ter diferente
mimero de c6pias dessas unidades repetidas (Rand & Harrison, 1986), associando-se muitas
vezes esta heteroplasmia com variagdo de tamanho.

A heteroplasmia pode ser: 1.- de sftio de restrig@o ou 2.- de tamanho do genoma. Outros
estados heteropldsmicos observados menos freqiientemente foram revisados em Solignac er al.
1987.

1) Heteroplasmia de sftio de restri¢do: Foi observada ocorrer em Drosophila (Hale &
Singh, 1986), em peixes Alosa sapidissima (Bentzen et al. 1988) e Engraulis encrasicolus

(Magoulas et al. 1993).
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O DNAmt ¢ herdado independentemente do genoma nuclear (Moritz et al. 1987) através
do citoplasma do 6vulo, € a progénie em geral apresenta, mitocOndrias do tipo materno. Na
maioria dos metazodrios 0 DNAmt € herdado maternalmente (Gyllenstein et al. 1985 e na revisdo
de Wostenhdlme, 1992). Porém, alguns trabalhos recentes tem relatado uma transmisao materna
incompleta, devido a uma provﬁvel contribui¢@o paterna (Laipis er al. 1988; Nigro, 1991). Em
Drosophila simulans, a contribui¢do paterha foi atribufda a polimorfismo citoplasmdtico através
de cruzamentos entre diferentes linhagens. Poucos casos de heranga biparental tem sido descritos
(Kondo et al. 1990; Hoeh et al. 1991; Magoulas e al. 1993). Em Drosophila, Kondo et al.
(1990) verificaram a contribuigdo paterna na transmissio do DNAnit, utilizando sondas
especificas do DNAmt paterno marcadas radioativamente com **P. Nos cruzamentos inter
especificos, entre fémeas de D. simulans e machos de D. mauritania, foi verificado que a
propor¢do de DNAmt paterno por fertilizagdo € de 0.1% nestas espécies.

Recentemente, Hoeh et al.} (1991), estudando 150 individuos, de 16 populacbes do
molusco Mytilus edulis, com 7 enzimas de restri¢ao, verificaram um alto grau de polimorfismo
e divergéncia da seqiiéncia do DNAmt, decorrente de uma contribui¢ido paterna. Baseado no
padrdo de restrigdo obtido, os autores sugeriram que nesta espécie a molécula de DNAmt €
herdada biparentalmente. Estes dados fomfn corroborados com a andlise citolégica da fertilizacdo
de M. edulis. Evidéncias similares foram obtidas por Magoulas ez al. (1993) no peixe Engraulis
encrasicolus, onde, através da andlise de sftios de clivagem com 7 endonucleases, foram
identificados 3 individuos heteropldsmicos de um total de 435 examinados. Os individuos
heteropldsmicos apresentavam dois tipos de moléculas de DNAmt altamente divergentes, que

acumulavam grandes diferencas mutacionais. Esta heteroplasmia observada foi interpretada como
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sendo devida a heranga biparental do DNAmt.

2) Em relagdo a heteroplasmia decorrente da variacdo de tamanho da molécula de
DNAmt, tem sido descritos dois tipos (Bermingham et al. 1986): a) Heteroplasmia de pequenos
fragmentos, que envolvem de 1 a 10 pares de bases e que foi descrita em bovinos (Bermingham
et al. 1986; Olivo et al. 1983) e no homem (Cann & Wilson, 1983). Na maioria dos casos
ocorre variagdo do mimero de c6pias de uma seqiiéncia repetida em tandem na regido controle
("D- Loop™) de replicagio; b) Heteroplasmia envolvendo fragmentos de vdrias centenas de pares
de bases e que foi descrito em Drosophila mauritania (Solignac et al. 1987) onde através da
andlise de isofémeas foi detectado um fragmento adicional de 500 pb localizado na regido A+T.

Em Drosophila melanogaster, Hale et al. (1986) descreveram uma diferenca de tamanho
de 1,1 kpb na regido rica em A +T entre as moléculas heteropldsmicas sugerindo que as variantes
de tamanho sio geradas por duplicagdo. No peixe Alosa sapidissima (Bentzen et al. 1988), foi
demonstrado através de experimento de mapeamento do DNAmt que a variagio do comprimento
estd localizada na regido "D-Loop". Também neste caso, 0s autores sugerem que esta variagao
€ devida a heranca biparental.

Um outro exemplo de heteroplasmia foi descrito para o coledptero do género Pissodes,
que apresenta um genoma mitocondrial que varia de 30 a 36 kpb (Boyce ez al. 1989), devido a
uma duplicagdo em tandem de 0,8 a 2,0 kpb, na regido rica em A+T.

A heteroplasmia estdvel pode ser mantida por um perfodo varidvel nas populacSes
(Clarck, 1988) por mutacio, sele¢do, contribuigido paterna ou pela combinagio de alguns desses
processos. Em Drosophila melanogaster, foi verificado que o estado heteropldsmico pode ser

mantido por até 30 geragdes (Solignac er al. 1987). Entretanto existem casos em que populacOes
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de laboratério de D.mauritania e D.simulans retornaram 2 condi¢do de homoplasmia em 10
geracdes (Kondo et al. 1990).

Ao mesmo tempo em que a heteroplasmia propicia um aumento da variabilidade no
genoma mitocondrial de uma espécie, esta variabilidade nio ¢ mantida devido ao fato de a
heteroplasmia ser um evento pouco comum e, na maioria das vezes, um estado transitério que
pode ser perdido ao longo das geragdes (Chapman er al. 1982).

Bermingham ez al. (1986), discutem ainda, que dada a preponderéincia das substitui¢des
de bases sobre as mudancas decorrentes de adi¢do e/ou delegdo na evolugdo da molécula de
DNAmt, € surpreendente que na maioria das espécies onde foi observada a heteroplasmia, esta
esteja relacionada a variagdo de comprimento. Segundo estes autores, provavelmente isto
acontece devido 2 metodologia utilizada para caracterizar a variacao de tamanho: (extragdes de
DNA, digestdo com enzimas de restri¢dao, constru¢do de sondas, hibridizagao etc). Por exemplo,
0 polimorfismo de tamanho altera simultaneamente os padrées de restricdo para todas as
endonucleases utilizadas. Ao contrdrio, as substituicdes de bases afetam um sitio particular de
restri¢cdo (que pode ndo ser claramente definido devido a problemas de digestao parcial no gel).
Apenas a andlise molecular mais detalhada do DNAmt, através de sequenciamento, pode fornecer

maiores informagdes sobre heteroplasmia de sitios de restrigdo.

C) Utilizacdo do DNAmt
Polimorfismo ao nivel do DNAmt por andlise de seqiiéncia e/ou andlise de sitio de
restricdo foi detectado em rato, Rattus norvergicus (Brown & Des Rosiers, 1983), ourigo §.

pallidus (Palumbi & Kessing, 1991), em anuros do género Hyla (Bermingham et al. 1986), em
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peixes dos géneros: Amia (Bermingham & Avise, 1986), Cyprinodon (Echelle & Dowling,
1992), Lepomis (Avise et al. 1984), Galaxias (Ovenden et al. 1993), Acipenser (Brown et al.
1983) e do género Alosa (Bentzen et al. 1988; 1989), no primata Macaca mulata (Melnick et
al. 1993), na baleia M. novaengliae (Baker et al. 1990), nos caes "Jindo dogs"cao nativo da
Coréia (Umenishi et al. 1993), nos marsupiais Sminthopsis crassicaudata (Hope et al. 1992),
Manis pentadactyla (Zhang & Shi, 1991) e em gado do género Bos (Bhat et al. 1990).

Lamb & Avise (1992), analisando 53 individuos de populagdes da serpente Malaclemys
terrapin utilizando 18 endonucleases, verificaram polimorfismo de tamanho, heteroplasmia, e um
unico sftio de restri¢do apareceu geograficamente informativo. Com apenas este sftio polimérfico
foi possivel demonstrar que esta espécie esta subdividida em dois grupos um ao norte e outro ao
sul da Fldrida , regido de Cabo Canaveral nos Estados Unidos.

Em Ostertagia ostertagi, que ¢ um nematSide parasita de gado, foi analisada a
variabilidade do DNAmt utilizando 7 endonucleases (Blouin et al. 1992). A distribuicio
geogrdfica dos haplétipos individuais nas populag¢oes estudadas, revelou um alto grau de fluxo
génico nesta espécie.

Em alguns insetos as andlises do DNAmt tem contribuido fundamentalmente para
conhecer a estrutura de populagdo, padrao de colonizagio, dispersdo e origem das populagoes
de diversas ordens como por exemplo: Ortoptera, dos géneros Gryllus (Harrison et al. 1987,
Rand & Harrison, 1989) e Melanoplus (Chapco et al. 1992), Coleoptera do género Leptinotarsa
(Azeredo Espin, 1991), Himenoptera Apis mellifera (Smith & Brown, 1990; Smith ez al. 1991)

e Lepidoptera do género Papilius (Sperling, 1993).
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Entre os insetos, espécies de dipteros tem sido as mais analisadas em estudos genéticos
utilizando o DNAmt. Em mosquitos dos géneros Aedes e Anopheles, juntamente com estudos
utilizando andlise do RNA ribosomal e alozimas, verificou-se a utilidade do DNAmt para
detecc@o de espécies cripticas, € comprovou-se que vdrios subgrupos de Aedes (A. albopticus e
A. scutellaris), que ndo exibem uma divergéncia morfol6gica significativa, podem ser
diferenciadas através do DNAmt (Mitchell ez al. 1992; Kambhampati et al. 1992; Kambhampati
& Karamjit, 1991; Cann ez al. 1993).

Dentre os dipteros, espécies do género Drosophila sao as que apresentam 0 DNAmt mais
amplamente estudado, a nfvel bioquimico, genético e populacional: (Goldring & Peacock, 1977,
Hale & Beckenbach, 1985; Latorre et al. 1986; De Salle ef al. 1986; De Salle et al. 1987a e
1987b; De Salle & Templeton, 1988; Afonso er al. 1990; Hale & Singh, 1991; De Salle &
Templeton, 1992; Halliburton & Barker, 1993; Pissios & Scouras, 1993).

Latorre et al. (1986), em extenso estudo envolvendo amostras de Drosophila suboscura
do Velho e Novo Mundo, detectaram somente dois hapl6tipos mitocondriais para esta espécie nas
Américas, sendo que nenhum deles foi detectado na Africa e somente um, em ilhas do Atlantico.
No trabalho de Hale & Singh (1991), populacdes africanas de Drosophila melanogaster se
apresentam altamente varidveis em contraste com populagdes do hemisfério ocidental, que sdo
menos varidveis, sugerindo que estas populag0es africanas si0 mais recentes em seu povoamento.
De Salle & Templeton (1992), nos seus estudos morfoldgicos, comportamentais ¢ genéticos ao
nivel do DNAmt em Drosophila silvestris (espécie origindria do Havai), concluem que as moscas
da parte norte da ilha sdo ancestrais, em relagao as moscas da regido sul, e sugerem portanto que

a colonizagdo ocorreu do norte para o sul.
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Em contraste com a variabilidade do DNAmt observada nestas trés espécies de
Drosophila, Halliburton & Barker (1993), analisando 0 DNAmt de Drosophila buzzatti, espécie
nativa da Argentina ¢ do Brasil e introduzida na Austrdlia, nio detectaram nenhuma
variabilidade, nem de sitio de restri¢io, nem de tamanho. Todas as amostras analisadas
apresentaram 0 mesmo padrdo para as 12 endonucleases testadas. Os autores sugerem que estes
resultados sdo decorrentes do afunilamento da populacio quando esta espécie colonizou a
Austrdlia, hipé6tese que € consistente com os dados alozimicos e cromossdmicos, onde somente
poucos individuos teriam contribuido para fundar a populagido Australiana de D. buzzatti.

Em Cochliomyia hominivorax a andlise do DNAmt com endonucleases de restri¢do tem
sido conduzida em populagdes geograficas dos Estados Unidos, México, Jamaica, Costa Rica e
Guatemala (Roerhdanz & Johnson, 1988; Roerhdanz, 1989). Estas andlises tem indicado uma
significativa variabilidade interpopulacional. No trabalho de Roerhdanz & Johnson (1988), foram
analisadas 6 populagdes de C. honziﬁivorax do México, Jamaica e dos Estados Unidos, utilizando-
se 15 endonucleases. A grande diversidade do DNAmt dos individuos da Jamaica, sugere que
essa populacdo poderia ter-se separado das demais hd milhdes de anos e que poderia ter sido
originada pela migragdo de individuos provenientes da América do Sul.

Roerhdanz (1989), analisou 30 linhagens de C. hominivorax, incluindo populagtes da
América do Norte, Central, Costa Rica e Guatemala. De 15 enzimas de restri¢io que foram
utilizadas, 11 enzimas revelaram polimorfismo. Foram obtidos 16 hapi6tipos e/ou genétipos
mitocondriais. Dois destes hapl6tipos foram amplamente distribufdos nas populagdes (Sul e costa

Oeste do México), os outros 14 haplétipos aparecem exclusivamente em algumas localidades.
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A interpretagio dada por Roerhdanz (1989), para explicar a variabilidade observada em
C.hominivorax, € a de que em algumas localidades esta espécie contém uma substancial
variabilidade genética, sugerindo um reduzido fluxo génico interpopulacional, especialmente no
México e na ilha de Jamaica. Os dados apresentados por Roehrdanz (1989) indicam que a
variedade de gendGtipos mitocondriais pode ser utilizada como eficientes marcadores genéticos
para caracterizar diferentes populagOes desta espécie.

Em trabalhos anteriores realizados no nosso laboratério, foi verificado que C. hominivorax
apresenta uma alta variabilidade cariotipica e morfométrica interpopulagoes (Azeredo Espin,
1987; Azeredo Espin, 1991; Azeredo Espin, 1992; Azeredo Espin et al. 1993 submetido, e
Infante, M.E & Azeredo Espin, A.M.L. 1993). Estes resultados, associados aos obtidos por
outros autores sugerem que C. hominivorax parece ser um complexo biolégico em franco
processo evolutivo.

No presente trabalho, através da andlise via RFLP do DNAmt de C.hominivorax, foram
feitas interpretagGes sobre a variabilidade genética e as relagdes filogenéticas de populagdes desse

inseto de quatro localidades do Estado de Sio Paulo.
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II. OBJETIVOS:

A andlise da variabilidade do DNAmt, com endonucleases de restricio (RFLP), de
populacdes de Cochliomyia hominivorax coletadas em diferentes localidades do Estado de Sdo

Paulo, foi conduzida com os seguintes objetivos:

A) Padronizacido de metodologia.

Al.- Padronizar as metodologias de extragdo, isolamento e andlise do DNAmt para esta

espécie.
A2.- Testar diferentes métodos para a construgdo € marcagio de sondas do DNAmt.

A3.- Clonar o DNAmt de C. hominivorax em vetores especificos para otimizar os métodos de

andlise, mapeamento e constru¢do de banco gen6mico.

B) Andlise populacional.

B4.- Verificar se hd variabilidade genética a nivel intra e interpopulacional.

B5.- Verificar se 0 DNAmt pode ser utilizado como marcador genético para analisar estrutura

de populagdes e/ou caracterizar populagdes desta espécie.
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III. MATERIAIS E METODOS
1.0 MATERIAIS

Neste trabalho, foram utilizados larvas, pupas e/ou adultos de amostras de
populagdes naturais de C. hominivorax (Diptera:Calliphoridae) coletados diretamente em
animais infestados, em diferentes localidades do Estado de Sao Paulo.

As coletas foram realizadas entre maio de 1991 e abril de 1993 em fazendas de
criacio de gado de corte e/ou leitero (em Adamantina e Botucatu também foram
analisados ovinos), nas seguintes localidades:

a) Adamantina: 713 Km de Campinas, Fazendas "Jandaia_" e "Fortuna", coleta em maio
de 1992, onde foram analisados 47 individuos.

b) Amparo: 61 Km de Campinas, "Fazenda Agropecudria Tuiuti", coleta em maio de
1991, onde foram analisados 46 individuos.

¢) Botucatu: 229 Km de Campinas, Fazenda "Porto Martins”, coleta em abril de 1993,
onde foram analisados 63 individuos.

d) Caraguatatuba: 275 Km de Campinas, Fazenda "Serramar”, coletas em junho de 1991
denominada (Ca-2) e fevereiro de 1992 denominada (Ca-4), onde foram analisados 249
individuos.

Para a andlise do DNA mitocondrial foram testadas as diferentes fases do

desenvolvimento de C. hominivorax.
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2.0 METODOS

2.1 Métodos de criacao de Cochliomyia hominivorax.

Os métodos de criagdo e manuten¢do de C.hominivorax utilizados neste trabalho,
foram descritos em detalhe por Azeredo Espin (1987).

Larvas foram coletadas no campo diretamente em feridas de animais (gado vacum,
ovino ou equino) com mifases exposta. As larvas retiradas das lestes foram colocadas em
caixas de pldstico contendo serragem e sangue da prépria ferida. Grupos de ovos
localizados nos bordos das feridas foram coletados e colocados em placas de Petri
contendo carme mofda e sangue da ferida. O material assim obtido, foi transportado para
o laboratério e manipulado como descrito a seguir. As larvas foram mantidas em caixas
pldsticas (20X 15X8cm) contendo no seu interior placas de Petri com meio constituido de
carne moida e sangue em proporgées iguais. A carne mofda utilizada para o meio foi, de
preferéncia, o patinho. A escolha desta carne, deve-se ao fato de que, outros tipos de
carne apresentam dois inconvenientes, que s30 graves para a sobrevivéncia das larvas;
0 excesso de gordura e fibras coldgenas. Larvas de C. hominivorax, em condigdes de
laboratério, consomem apenas o tecido muscular ¢ ndo ingerem gordura ou fibras
existentes na carne e estas ficam acumuladas no meio de cultura utilizado pelas larvas.
Essa gordura e as fibras ficam presas na peneira de limpeza das larvas causando
transtornos que matam as mesmas. Para evitar esses inconvenientes utilizou-se patinho
moido, que € uma carne com baixo teor de gordura e fibras coldgenas, permitindo assim

um desenvolvimento mais homogéneo das larvas, menor mortalidade ¢ um consumo
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quase total do meio de cultura fornecido para as larvas. Os ovos foram colocados em
placas de Petri de Scm de didmetro e neste recipiente, permaneceram durante o primeiro
estdgio larval. A placa de Petri com larvas € meio € colocada em uma caixa de pldstico
(20x15x8cm), que mantendo a umidade relativa alta, favorece o desenvolvimento larval
e impede que as mesmas saiam do meio. Diariamente a dieta foi substitufda por uma
nova e, para isso, 0 meio contendo as larvas foi peneirado em dgua corrente de modo a
retirar 0 meio velho deixando as larvas limpas. Estas, foram transferidas para uma placa
de Petri de 15cm de didmetro contendo meio novo e cerca de 150 larvas. Este
procedimento foi repetido diariamente, durante sete a oito dias, perfodo este que
compreende o desenvovimento larval. Apés 7 dias no meio de cultura, as larvas
deixavam a placa de Petri, caindo na serragem contida na caixa pldstica, e ai
transformavam-se em pupas. A serragem, com as pupas, foi transferida para caixas de
plastico (15x15x10cm) e mantidas na cimara de criagdo climatizada (25°C,70% de
umidade e fotoperfodo de 12:12). Aplés a emergéncia dos adultos, estes foram
transferidos para as gaiolas de criagdo (34x50x26cm).

O meio de alimentac3o dos adultos € constitufdo de uma mistura de leite em p6
e agicar, em proporgOes iguais € aproximadamente 10% de levedura de cerveja seca.
Agua foi fornecida em frascos de vidro de 1/2 litro, contendo em seu interior uma gase
mais longa que o comprimento do vidro, na qual as moscas podiam sugar, por
capilaridade.

Na época de oviposigﬁo das fémeas, (oito dias apGs a emergéncia), foi introduzida

uma placa de Petri de Scm de didmetro na gaiola. A placa estava com meio de cultura
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que j4 tinha sido utilizado por larvas. Este meio apresentava um odor caracteristico que
aparentemente estimulava as fémeas maduras. No interior da placa e em contato com a
carne, foi colocada uma resisténcia para aquecimento de aqudrio de 10w Sob o comando
de um termostato reguldvel de avanco térmico que foi adaptado para fornecer uma
temperatura média de 35 a 42°C. Esta resisténcia foi envolvida por papel de alumifnio,
para dissipar o calor e facilitar a retirada dos ovos, que foram depositados em vdrios
pontos do papel. Com este método, foi possivel obter grandes quantidades de ovos, com
0s quais seguiu-se o procedimento j4 descrito. As pupas obtidas para a extracao de DNA
total e mitocondrial foram congeladas em Nitrogénio liquido ou no freezer a -70°C
devidamente estocadas em frascos de vidro individuais e identificadas por localidade,

ferida , data de coleta e hospedeiro, para andlise posterior.

2.2 Experimento de Isolinhagerﬁ.

Para a obtengdo de DNA mitocondrial de descendentes de uma tnica fémea,
foram realizados cruzamentos individuais através do seguinte experimento: pupas de
C.hominivorax da amostra de Caraguatatuba (linhagem Ca-1) foram individualizadas em
tubos de vidro (7.0x2.0x2.5cm) tampados com algoddo. Apds a emergéncia, casais
individuais foram separados em frascos de vidro (15X8,5X7,0cm) contendo no seu
interior um frasco com 4gua, outro com dgua e agiicar e uma placa de Petri contendo
meio para adulto. Ao todo, foram montados 25 ﬁ'ascos com casais individuais mantidos
por 8 a 10 dias até as fémeas oviporem. Para estimular a oviposi¢do, uma placa de Petri

de 5cm de didmetro contendo meio, foi aquecida, para obter uma temperatura de cerca
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de 37°C, simulando uma ferida animal. O procedimento seguinte foi como descrito no

ftem anterior.

3.0 Andlise do DNA Mitocondrial.
Para a andlise do DNA mitocondrial foram empregadas diferentes técnicas

moleculares que serdo descritas e apresentadas por ftens.

3.1 Extracdo total de 4cido nucléico de C. hominivorax.

Os individuos na fase de larva, pupa e/ou adulto fdram separados em 8 tubos
corex siliconizados de 15ml contendo 1ml de uma solucdo tampio de homogenizagdo (2M
Tris, SM NaCl, 50% sacarose, 0,5M EDTA, pH 7.5). Cada individuo foi
homogeneizado com ajuda de macerador, em 1ml de tampdo de lise contendo 2% de
EDTA (2M Tris, SDS 10%, O.5M EDTA, pH 9.0), seguido de incubagdo no gelo por
15 minutos. Em seguida, foram adicionados a cada tubo 2ml de fenol equilibrado em
tampao Tris 2M pH 8.0, em seguida centrifugados por 10 minutos a 3.000g e o
sobrenadante transferido para um novo tubo corex de 15ml. Foram adicionados 1ml de
fenol e 1ml da solugdo clorof6rmio:dlcool isoamilico (24:1). Cada tubo foi centrifugado
novamente por 10 minutos a 3.000g sendo o sobrenadante transferido para um novo tubo,
onde foram adicionados 2ml de cloroférmio:dicool isoamilico e novamente centrifugados
como descrito. Ao sobrenadante final foi adicionado 1.5ml de TE (10mM Tris-Cl, 1 mM
EDTA, pH 8.0), 150u1 de NaOAc 3M e 9ml de etanol absoluto a -20°C, e incubado

durante 45 minutos 3 -70°C. Apds a incubagdo, os tubos foram centrifugado a 11.000g
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por 45 minutos a 4°C, e o "pellet” ressuspéndido em 1ml de TE, 50ul de NaOAc e
2,75ml de etanol absoluto -20°C e precipitado novamente por 45 minutos a -70°C. Ap6s
a centrifugacdo, idéntica a anterior, 0 "pellet” de DNA foi ressuspendido em 200u! de
TE e mantidos em tubos eppendorf a -20°C para ser analisado posteriormente, com
endonucleases de restrigao.

A concentracio de DNA obtido através desta técnica foi verificada por ensaio,
utilizando-se 20ul de DNA num minigel de agarose a 1% ou por determinagio
espectrofotométrica em comprimento de onda de 260 a 280 mm. O fator de diluigdo

empregado foi de 120 (600 pl H,O + 5 ul DNA).

3.2 Método para isolamento Mitocondrial (M.I.M.)

Aproximadamente 8 gramas de pupas de C. hominivorax que correspondem a
cerca de 30 pupas, foram pesadas e distribufdas em 4 tubos de centrifuga mantidos no
gelo (2 gramas por tubo), onde foi adicionado 10 ml de solucdo de M.I.M. para cada
tubo (0.22M mannitol, 0.9mM EDTA, 1mM EGTA, 2mM Hepes e 70mM sacarose, pH
7.4). O contetido de cada tubo foi transferido separadamente para um outro tubo de
vidro e homogenizado com haste de teflon acoplado a um macerador elétrico. Em seguida
os tubos foram centrifugados em centrifuga refrigerada a 4°C Beckman modelo J2-21 a
900g durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para 4 tubos limpos e incubados
no gelo. Ao "pellet” dos 4 tubos originais foi acrescentado mais 50ml de M.I.M. e
centrifugados a 4°C ¢ 900g por.-10 minutos. Este sobrenadante foi transferido para 4

novos tubos e os 8 tubos foram centrifugados a 11.000g por 10 minutos a 4°C. O
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"pellet” foi ressuspendido em 1ml de solucao de M.I.M. e o contetido de 4 tubos foi
transferido para um tubo de vidro ¢ homogenizado com um macerador de teflon manual,
e em seguida transferido para um tubo de centrifuga. O mesmo procedimento foi
realizado com os outros 4 tubos.

O "pellet” final foi centrifugado novamente por 10 minutos 2 900g a 4°C e o
sobrenadante foi transferido para 2 novos tubos ¢ centrifugado a 11.000g por 10 minutos
a 4°C, obtendo-se no final um "pellet” rico em mitocOndrias, que em seguida foi
ressuspendido em 1ml de M.L.B. (mitochondrial lysis buffer) (50mM Tris-Cl, 10 mM
EDTA, 0.1 M NaCl, pH 8.0) para lisar as mitocondrias.

O contevdo dos dois tubos foi misturado e transferido para um tubo de centrifuga,
onde foi adicionando S.D.S para uma concentragio final de 1% e incubado por 5 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente adicionou-se 1/5 da concentracao final de CsCl.

O CsCl foi dissolvido na solucdo contendo S.D.S que permaneceu no gelo durante
15 minutos. Finalmente a solucdo foi centrifugada a 11.000g por 10 minutos para a
obtencdo de um sobrenadante final rico em DNA mitocondrial. Este foi transferido para

um tubo de vidro e mantido 2 4°C até proceder-se a etapa de purificagdo do DNAmt.

3.3. Purificagio do DNA mitocondrial.
3.3.a Gradiente de Cloreto de Césio.
O DNA mitocondrial, obtido pelo método de M.I.M., foi transferido para tubos

de vidro para a quantificagdo do volume e cdlculo da densidade utilizando-se um
refratdmetro. Em fun¢do do indice de refracdo, e com auxflio de uma tabela de

densidade, obtém-se a quantidade de CsCl necessdria para a obtencdo de um gradiente.
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Foram adicionados 100ul de Brometo de Etideo, BET (solugdo padrdao 10mg/ml),
e o volume foi completado para 6.5ml com tampdo de CsCl 1.6g/ml + TE. A amostra
foi transferida cuidadosamente para tubos de ultracentrifuga de 16X76mm e o volume do
tubo completado com 6leo mineral, selados e centrifugados por 20 horas a 250.000g no
rotor de angulo fixo 80 TI a 20°C. Apés a centrifugacdo os tubos foram retirados
cuidadosamente para extrair a banda de DNA mitocondrial com o auxilio de uma
lampada de U. V. e uma seringa de insulina com agulha que permite a retirada da banda.
Para a obtengio de um DNAmt altamente purificado, foi realizada uma segunda
purificacdo em gradiente de CsCl. Para isto foi utilizado um tubo de ultracentrifuga de
polialdmero de 13X51mm, o volume da amostra foi completada para 3.5 ml com tampdo
de CsCl 1.6g/ml + TE pH 8.0, e BET. Ap6s os tubos terem sido equilibrados, foram
centrifugados na ultracentrifuga a 200.000g no rotor Beckman VTI 80 de angulo fixo a
20°C, e a banda de DNA mitocondrial purificada foi extrafda como descrito

anteriormente. O DNAmt obtido foi mantido a -20°C até ser dialisado.

3.3.b Didlise do DNA mitocondrial.

Uma vez obtido o DNA mitocondrial purificado através de dois gradientes em
CsCl, o Brometo de Etideo foi retirado da amostra por sucessivas extragdes com igual
volume de butanol-1 (mdximo trés vezes). O DNA mitocondrial foi em seguida dialisado
para retirar 0 CsCl. Um volume de 100ul de DNAmt foi dialisado utilizando-se filtros
tipo VM de 0.05um (Millipore) que foram colocados no interior de uma placa de Petri

contendo 20ml de tampdo TE pH 7.4 e mantidos por 20 minutos nesta solugio. Uma vez
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completada a didlise, 0 DNAmt foi transferido para um tubo eppendorf, em seguida, foi
adicionado NaOAc 3M cujo volume foi determinado utilizando-se a seguinte férmula:

X = volume da amostra x 0.3/3.3, onde X= volume de NaOAc a ser adicionado. Em
seguida o DNAmt foi precipitado em etanol -20°C, e incubado no freezer -70°C por 60
minutos. Apds este periodo de incubacdo, 0 DNAmt foi centrifugado 12.000rpm por 30

minutos a 4°C na microcentrifuga e o "pellet” final liofilizado e ressuspendido em 50pul
de TE pH 8.0. A concentragio do DNAmt purificado, foi quantificada em

espectrofotOmetro.

3.4 Construcdo de Sondas de DNA Mitocondrial de C. hominivorax
3.4.1 Construcdo de Sonda Utilizando DNAmt Purificado
3.4.1.a Marcacdo com **P utilizando kit de "Nick Translation" (BRL)

Esta técnica utiliza as enzimas DNase I que digere 0 DNA e a DNA polimerase
I obtida de E. coli. Esta iltima enzima, adiciona residuos de nucleotideos na
extremidade hidroxila 3° quando uma das fitas de uma molécula de DNA dupla fita €
aberta. Pela atividade exonucledsica 5°—~ 3’ esta enzima pode também remover
nucleotideos do extremo 5’ do corte, substituindo por nucleotideos marcados obtendo-se
no final da reacio DNAmt dupla fita marcado com “*P (Sambrock et al, 1989).

Para marcar radioativamente foi utilizado cerca de lpg de DNAmt de C.
hominivorax purificado pelo método M.I.M. (ver item 3.2). Utilizou-se o kit de "Nick
translation” da Bethesda Research Laboratories (BRL) seguindo as instru¢des dadas pelo

fabricante.
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Foram marcados separadamente: a) o DNA mitocondrial de C.hominivorax; b)
0 DNA de fago A digerido com HindIIl e o DNA de fago X 174 digerido com Haelll,
utilizados como padrdes marcadores de tamanho. Para cada reagdo de marcagido do
DNAmt foram utilizados 20ul de DNAmt (apréx. 1ug), Sul de adATP*, 10pul sol. A,
(que contém dCTP, dGTP e dTTP) e 10ul de H,O destilada, totalizando um volume de
45ul. Foi adicionado, ao tubo eppendorf, Sul de (DNApoll/DNasel) e incubado a 15°C
por 1 hora. Em seguida, para interromper a reagdo de marcagdo foram adicionados 5ul

de (300 mM Na, EDTA, pH 8.0).

3.4.1.b. Cromatografia por Coluna de Sephadex.

Para separaragdo entre as moléculas do DNA mitocondrial efetivamente marcadas
com “*P daqueles precursores radioativos «adATP* ndo incorporados durante a reagao de
"Nick Translation”, a solu¢do contendo DNAmt, ADNA e $X174 DNA foi submetida
a cromatografia em coluna de Sephadex G-50 utilizando o seguinte procedimento: Em
uma seringa de 1ml sem embolo foi adicionado uma pequena quantidade de 1a de vidro
bem apertada, preenchida com Sephadex G-50 equilibrado em 1XTEN Buffer (10 mM
Tris, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 8.0). A resina dentro da seringa foi desidratada
por centrifugacGes sucessivas na microcentrifuga por 4 minutos 2 12.000rpm a
temperatura ambiente. Quando o volume da resina parcialmente desidratada atingiu 0.9ml
foi aplicada a amostra em um volume total de 100u1 (completados quando necessdrio com
tampdo 1XTEN ). A coluna com material radioativo foi introduzida num tubo eppendorf
¢ em seguida centrifugada 12.000rpm por 4 minutos a temperatura ambiente na

microcentrifuga. A seringa contendo a coluna com nucleotideos marcados n3o
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incorporados foi cuidadosamente descartada em um vidro para material radioativo. O
volume dos 3 tubos contendo sondas de DNAmt ¢ DNA de padrdes de tamanho foi
misturado e incorporado na solugdo de hibridizagdo (6XSSC, 0,5% SDS, 10mM EDTA,
25% formamida) e mantidos no freezer -20°C até sua utilizagdo. Os resultados foram

revelados por autoradiografia.

3.4.1.c. Marcagdo com Digoxigenina por "Random Primer” (Sonda fria).

Na construcdo de sonda de DNAmt de C. hominivorax foi testada também uma
marcagio nao radioativa denominada "dig DNA labeling and detecﬁon Kit nonradioative”
da Boehringer-Mannheim Biochemica, seguindo as instru¢oes do fabricante.

Nesta técnica, uma mistura de hexanucleotfdeos que servem como "primers”, se
ligam de maneira aleatéria a0 DNAmt linearizado e desnaturado. O fragmento Klenow
da enzima DNA polimerase I corﬁ sua atividade polimerdsica 5°— 3’ vai estendendo a fita
de DNA através da incorporacdo de nucleotideos, entre os quais 0 nucleotideo marcado
com digoxigenina dig-dUTP. A reagdo de incorporacdo € rdpida e resulta na incorporagio
de um dig-dUTP a cada 20-25 nucleotideos. Desta forma se obtém o0 DNA marcado, o
qual pode ser detectado ap6s hibridizagio por 2 métodos: (1) o filtro contendo o DNAmt
€ hibridizado com a sonda marcada com dig-dUTP, € incubado com uma solugio de
anticorpo anti-digoxigenina conjugado com a enzima fosfatase alcalina. A detec¢io neste
caso € quimioluminescente utilizando um substrato especffico da fosfatase alcalina, o
AMPPD, (nome comercial de: 3-(2 Spiroadamantane)-4-Methoxy-4-(3-Phosphoryloxy)3-

(2-Phenyl-1,2-Dioxetane.) detectdvel por autoradiografia, ou (2) por reacdo colorida no
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préprio filtro, onde € adicionado um substrato da fosfatase alcalina, o X-fosfato e um
corante que detecta o produto da reacdo, o NBT (Nitro Blue Tetrazolium).

Para a marcagdo com digoxigenina, 0 DNAmt foi digerido através da digestio
com a enzima Haelll. Apés a extracdo da enzima com fenol:clorof6rmio, 0 DNAmt foi
desnaturado por 10 minutos a 100°C, e a desnaturagdo interrompida no gelo. Para um
volume de reacdo final de 20ul foram incorporados a0 DNAmt (600ng) € ao DNA dos
padrdes 2pul da mistura de "primer” (hexanucleotideos), 2ul da mistura de dNTPs, dig-
dUTP- dATP - dCTP, dGTP e 1ul de enzima Klenow. O volume foi completado com
os respectivos DNAs e dgua destilada.

Ap6s uma incubag@o de 37°C por 18 horas a reagao foi interrompida por adigdo
de 1ul de EDTA 2M pH 8.0 e 0 DNA precipitado com 2.5ul1 LiCl 4M e etanol (-20°C).
O conteiido dos tubos foi incorporado na solu¢d@o de hibridiza¢do (SXSSC, 0.1% de
sarcosyl 0.02% SDS e 2% de bloqueador + 50% de formamida), e a sonda obtida foi
mantida a -20°C para posterior utilizacdo. A sonda preparada por este método tem uma

duragido média de um ano a -20°C.

3.4.2 Construgdo de sonda utilizando DNA mt de C. hominivorax obtido por clonagem.

Com o objetivo de otimizar a produgdo de sonda de DNA mitocondrial de C.
hominivorax através de clonagem, foram testados dois vetores plasmidiais: (1) o
pGEM3Z (Promega) ¢ (2) Bluescript SK (M13-) (Stratagene) contido no vetor de

inser¢do A ZAP. Esquemas destes vetores estdo indicados nas figuras 1 e 2 .
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FIGURA 1. Mapa fisico e genético do vetor pGEM-3Z utilizado para clonagem do DNAmt de
C.hominivorax,no sitio Hind 1l (Sambrook et al, 1989).
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FIGURA 2. Mapa fisico e genético do vetor Bluescript SK (M13-) utilizado para clonagem do
DNAmt de C.hominivorax, no sitio Eco Rl (Sambrook et al, 1989).
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3.4.2.1. Clonagem em pGEM 3Z.
Para realizar este experimento o plasmideo pGEM 3Z (Promega) e a linhagem de
E. coli DH5-a foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Yoko Bomura Rosato do

Laboratério de Bactérias do CBMEG - UNICAMP.

3.4.2.1.a. Isolamento do DNA plasmidial em larga escala.

Para a producio do plasmideo pGEM 3Z inicialmente foi feito um pré-in6culo das
células de E.coli contendo o plasmideo, em 5ml de meio Luria Bertani (LB) constituido
de; 1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl, pH 7.4 e 10ul de ampicilina
(solugdo padrio 50mg/ml). Este pré-inéculo foi incubado a 37°C durante a noite sob
agitacdo de 300rpm. Para obter um crescimento em grande escala das bacterias, os Sml
iniciais de meio foram adicionados num Erlenmeyer contendo 300ml de meio Luria
Bertani contendo ampicilina (LBamp). Este inéculo foi incubado 2 37°C nas mesmas
condicoes. O cultivo foi centrifugado a 7.500g por 10 minutos a 4°C. Ao pellet foi
adicionado 4 ml de sol I contendo: 50 mM glicose, 10 mM EDTA, 20 mM Tris-Cl, pH
8.0.

Uma vez ressuspendido o "pellet” na solugdo 1, este foi transferido para um tubo
de 30ml de polipropileno e adicionado 1ml de solucdo de lisozima (25ug/ml) e incubado
por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida acrescentou-se 10ml da solugdo II
(0.2N NaOH, 1% SDS), e o tubo foi incubado por 10 minutos no gelo. Posteriormente
adicionou-se 7.5 ml da solucdo III gelada (3M KOAc, pH 4.8, 1mM EDTA) e sob

agitagdo as solugdes foram misturadas e os tubos incubados novamente no gelo por 10
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minutos. Como resultado desta etapa, formou-se um lisado nos tubos, constituido de
DNA cromossémico, membranas € protefnas. Este lisado foi centrifugado a 11.000g por
20 minutos a 4°C sendo 0 sobrenadante transferido para um novo tubo onde foi
adicionado 0,6 volume de isopropanol e incubado a temperatura ambiente por 10
minutos. Apds centrifugaco, o "pellet” obtido foi lavado com etanol 70% centrifugado
novamente como descrito anteriormente e ressuspendido em 4ml TE (10 mM Tris-Cl pH
8.0, 1 mM EDTA), 0.4ml de BET (10 mg/ml) e 4.4g de CsCl. O indice de refragio da
solugdo foi medido e ajustado para 1.3520 aproximadamente, o tubo foi mantido no
escuro durante 1 hora e posteriormente foi centrifugado por 7.500g por 5 minutos 2
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para tubos de ultracentrifuga de
- polialdmero de 13X51mm é centrifugado a 300.000g por 20 horas no rotor VTI 80 a
20°C. A banda correspondente a0 DNA do plasmideo foi visualizada através de luz Ultra

Violeta (U.V) e extraida com o auxflio de uma seringa.

3.4.2.1.b. Clonagem dos fragmentos.

Aproximadamente 800ng do DNAmt puro foi digerido com Hindlll obtendo-se
4 fragmentos a saber: 6.8, 4.2, 4.0 e 0.6 kpb que correspondem ao genoma mitocondrial
completo de C. hominivorax. O plasmideo pGEM-3Z utilizado para a clonagem foi
linearizado (aproximadamente 1ug) com Hindlll, e defosforilado para evitar a
recirculariza¢do do mesmo. Este 1ltimo tratamento foi feito utilizando a enzima C.1.P.
(Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) seguindo as recomendagoes do fabricante (Biolab).

Foi utilizado 0,1 unidade de C.I.P. por pmol do DNA. A digestio foi feita a 37°C por
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1 hora e interrompida a 75°C por 10 minutos. A extragio das enzimas (EcoRlI e CIP) foi
feita com fenol:cloroférmio (1:1). O DNA foi precipitado com 1/10 volumes de 3M
NaOAc e 3 volumes de etanol absoluto 2 -70°C por 45 minutos.

Para a reacdo de ligagdo dos fragmentos d¢ DNAmt no plasmideo pGEM 32
utilizou-se a relacdo molar de 3:1 moléculas de inserto:vetor, segundo a seguinte
férmula: (Manual Laboratério de Biologia Molecular de Plantas - CBMEG-UNICAMP,
1992 ).
ngl =ngTxrelxpbIl/relxpbIxpbV

ng I = ng de inserto

ng T = ng de inserto + vetor

rel = relacdo molar inserto:vetor = 3
pb I = pares de bases inserto

pbV = pares de bases vetor

Para um volume final de 20ul de reacdo de liga¢do foram utilizados: 155ng de
mtDNA, 70 ng de pGEM 3Z, 4ul de tampdo de ligagio (66 mM Tris-Cl, 6.6 mM
MgCl,, 0.06 mM ATP, 10 mM DTT, pH 7.4) 1ul da enzima T4 DNA ligase (Biolabs),
¢ incubada em banho maria 2 16 °C durante 15 horas .

Para transformacdo foram utilizados 100ul de células DHS-a de E. coli, em
estado de competéncia, e 10ul da reagdo de ligagio (plasmideo contendo fragmentos de
DNAmt ligado). As células foram incubadas por 30 minutos no gelo, e logo submetidas
a um rdpido choque térmico 2 42°C por 1 minuto e resfriadas novamente a 0°C por 1
minuto. Foi acrescentado 900ul de meio LBamp, € plaqueados 10,20 e 501 em placas

contendo LB sélido (1.5% de dgar bacteriolégico, 20ul de ampicilina (50mg/ml) e 30ul
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de X-gal (40mg/ml), asplacas foram incubadas a 37°C durante a noite. Como controle
foram utilizadas: a) células que passaram por todo o processo recebendo somente o vetor
sem o inserto € b) células de E.coli sem vetor nem inserto.

As colonias transformadas (colOnias brancas por «-complementagdo) foram
identificadas e transferidas com o auxflio de um palito de dentes para tubos de ensaio,
contendo 3 ml de LB amp. onde foram crescidas a 37°C a 300rpm durante a noite. Apds
12 horas foi feita uma minipreparagdo de plasmideos com o método alcalino.

Cerca de 1.5ml da cultura foram transferidos para tubos eppendorf e centrifugado
a 12.000rpm por 30 segundos a temperatura ambiente, em microcentrifuga. O
sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido para os 1.5ml de cultura que
ficaram nos tubos de vidro. Em seguida foi adicionado ao "pellet"de células 300ul de
TENS (10 mM Tris-Cl, 0,1N N_aOH, 0,5 SDS, 1 mM EDTA, pH 8.0), 150ul de 3M
NaOAc pH 5.2, e esta solugdo misturada no vortex. Seguiu-se a centrifugacio 2
12.000rpm, por 4 minutos a temperatura ambiente na microcentrifuga. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo e adicionados 500ul de etanol gelado, misturando
vdrias vezes por inversdo, seguiu-se uma centrifugacdo a 12.000rpm por 4 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, o pellet lavado com
etanol 70%, centrifugado 5 minutos e ressuspendido em 50u! de TE mais 100ul de RNase
(20 mg/ml).

Para verificar a presenca dos insertos, aliquotas de 5l do DNA obtido por

miniprep foi digerido com Hindlll e foi feito um gel de 1% de agarose .
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Uma vez determinadas as colonias contendo os insertos de interesse, foi feito o
isolamento do DNA plasmidial em larga escala por método Mid-prep utilizando 30ml da
cultura de bactérias. Para a recupera¢ao dos fragmentos de interesse foram utilizadas as
técnicas de eletroeluicdo ou extragdo com papel DEAE-celulose (DE-81 Whatman). Para
a recuperacao de fragmentos maiores de 5kpb, a banda foi identificada no gel de agarose
e extraido com um bisturi, e transferidas para um saquinho de didlise. Este foi fechado
e submerso na cuba de eletroforese contendo 1XTAE (40mM Tris acetato, 1 mM EDTA
pH 8.0). Foi aplicada uma corrente de 300 volts por 10 minutos para a eletroelui¢do do
DNA da fatia do gel e aderéncia na parede do saquinho. A polaridade foi invertida na
cuba durante 10 segundos. O conteido do saquinho (DNA eletroelufdo) foi transferido
para um tubo eppendorf precipitado e guardado. Para os fragmentos menores de Skpb,
a recuperacdo foi feita utilizando-se papel DEAE-celulose (DE81, Whatman) da seguinte
forma; no gel corado com EtBr foi feita uma incis3o exatamente na frente da banda de
interesse e foi introduzido um papel DEAE-celulose do mesmo tamanho e aplicada uma
corrente de 60 volts até a banda sair do gel e aderir-se ao papel, o que foi acompanhado
por limpada U.V. Em seguida, o papel foi cuidadosamente removido com a ajuda de
uma pinc¢a e eluido em uma ponteira de 1ml contendo 13 de vidro inserida num tubo
eppendorf, com 800l de tampdo de elvigio (20 mM Tris-Cl, 2 mM EDTA, 1.5 M
NaCl, pH 8.0). O DNA elufdo foi precipitado e ressuspendido para ser utilizado
posteriormente. Aliquotas de 5ul foram usadas nas digestdes com HindlIl, de acordo com
a transformacdo feita, para se certificar da presenca dos insertos e identificar as colOnias

portadoras. Das colOnias contendo os insertos foram feitos in6culos em LBamp, para
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posteriormente serem armazenadas em glicerol (100ul da cultura + 900ul de glicerol)
a -70°C.
Para a reacdo de marca§50 da sonda, foram utilizadas quantidades equimolares dos

4 clones (para um total de aproximadamente 1ug de DNA).

3.4.2.2. Clonagem em Bluescript SK (M13-).

O vetor AZAP (Stratagene) e as c€lulas de E.coli. XIL1-Blue foram gentilmente
cedidas pelo prof. Dr. Adilson Leite do Laboratdrio de Biologia Molecular de Plantas do
CBMEG -UNICAMP.

Para a constru¢do de banco gendmico no vetor Bluescript SK (M13-) contido no
vetor de inser¢do AZAP: foram digeridos aproximadamente 0,5ug de DNAmt puro com
Eco RI. A enzima foi retirada por extra¢do de fenol:cloroférmio.

No tubo eppendorf contendo 0o DNAmt digerido com EcoRI foi adicionado 1 ul
de DNA de fago A ZAP, seguiu-se a precipitagdio com 3M NaOAc pH 5.2 e etanol
absoluto no freezer -70°C por 30 minutos.

O DNAmt digerido com EcoRI mais 0 DNA do fago foram ressuspendidos em
8ul em dgua destilada, 1ul de tampdo de ligagdo, mais 1ul de T4 DNA ligase (Biolabs).
Posteriormente foram adicionados os extratos de empacotamento para 0 DNA do fago,
4ul do extrato FLT (Freeze Thaw Lysate) e 15ul do extrato SE (Sonicated extract). O
contexido do tubo foi misturado e incubado por duas horas & 22°C sendo este 0 tempo

mdximo para aumentar a eficiéncia do empacotamento.
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Posteriormente foram adicionados 500ul de buffer S.M. de diluigdo de fago (50
mM Tris-Cl, 100 mM NaCl, 10 mM MgSO,, 0,01% gelatina, pH 7.5).

Foram feitas 5 diluigdes do fago em S.M. a partir do tubo estoque € em seguida
adicionados 100 ul de E. coli XL1-blue incubados por 20 minutos a 37°C. Um volume
de 10ul de cada tubo foi plaqueado em meio LB, contendo X-gal (40 mg/ml) e IPTG (30
mg/ml) e incubados durante a noite 2 37°C. No dia seguinte verificou-se 0 mimero de
placas liticas e lisogénicas. Onde foram selecionadas as placas onde a bacteria foi lisada
(placa litica).

Para a constru¢@o do banco genémico, foram preparados dois tubos estéreis de
18X100mm, um contendo uma diluicdo de 10 de fago e o outro contendo solugdo de
fago sem diluir. Os tubos receberam 100ul de E. coli da cepa XL1-Blue. As solugdes de
ambos os tubos foram plaqueadés em LB contendo Top-agar a 56 °C (0.7% de agarose
em 10 mM de MgSO,) e crescidas durante a noite & 37°C.

Adicionou-se 5ml de tampdo de diluicdo de fago (S.M.) nas placas retiradas da
estufa e manteve-se por 3 horas 2 4°C. O tampio S.M. foi recolhido e guardado em tubo
estéril. Adicionou-se mais 1ml de S.M. e 100ul de clorof6rmio no tubo que em seguida
foi centrifugado na microcentrifuga de mesa a 4.000rpm a temperatura ambiente por 10
minutos. O sobrenadante recolhido, foi armazenado a 4°C. Este sobrenadante corresponde
a0 banco gen6mico de mtDNA de C. hominivorax. Para titulagio deste banco genOmico,
foram feitas dilui¢Ges seriadas, a partir do estoque do bacteriofago A em S.M. De cada

diluigdo feita até 107 foram utilizados 10xl mais 100ul de XL1-blue em tubos estéreis,
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e plaqueadas em meio LB. O titulo do banco genoémico de AZap foi de 6.3 X 10° pfu/ml.

(unidades formadoras de placas de lise por ml).

3.4.2.2.a. Excisdo in vivo do plasmideo Bluescript SK (M13-).

Para a excis3o in vivo do plasmideo, 200ul de E. coli XL1-Blue foram
ressuspendidas em um tubo de polipropileno de 50ml e adicionou-se 200ul de lisado em
SM, que corresponde a clones do banco genémico (A ZAP/DNAmt) mais 2 ul do fago
helper R408 (simples fita).

O tubo foi incubado no "shaker” 2 37°C e 100rpm por 15 minutos. Em seguida
adicionou-se 5ml do meio YT 2X (1% NaCl, 1% levedo, 1,6% triptona, pH 5.0) e o
tubo foi incubado com agitagio de 300rpm no shaker 37°C por 3 horas. Posteriormente
o tubo foi aquecido a 70°C em banho- maria por 20 minutos para eliminar o fago helper.
Em seguida, 1ml da solugio do tubo foi transferida para um eppendorf e centrifugado na
microcentrifuga a 10.000rpm por 1 minuto. Foram infectados 200u1 de XL1-Blue com
10u1 de sobrenadante do banco, plaqueados 50ul em LB amp. e incubados durante a noite
a 37°C. As colonias recombinantes que cresceram em meio com ampicilina,
correspondem as células X1.1-Blue contendo o Bluescript SK (M13-) que carrega marca
para ampicilina.

Foram feitas minipreparacdes dos plasmideos para verificar a presenca dos
insertos,que correspondem a fragmentos de DNAmt digeridos com EcoRIl. Uma vez
selecionados os clones, foram empregadas as mesmas técnicas jd descritas para

crescimento em maior escala e recuperagio dos insertos para a clonagem em pGEM 3Z.
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Com o banco de DNA mitocondrial de C. hominivorax clonado em Bluescript SK
(M13-) foram obtidos trés dos quatro fragmentos EcoRI ( 3.5, 1.7 e 1.1kpb). Esses

fragmentos estdo sendo utilizados para constru¢do de mapa de restrigdo do DNAmt desta

espécie.

3.5 Andlise do DNA mitocondrial com endonucleases de restri¢do.

Para a andlise da variabilidade genética de populagdes de C.hominivorax, o DNA
mitocondrial de C. hominivorax foi digerido utilizando 15 endonucleases de restri¢do que
reconhecem de 4 a 6 pares de bases. As enzimas e os respectivos sitios de clivagem estdo
indicados a seguir: Clal (AT/CGAT), EcoRI (G/AATTC), EcoRV (GAT/ATC), Haelll
(GG/CC), Hindlll (A/AGCTT), Kpnl (GGTAC/C), Mspl (C/CGG), Pstl (CTGCA/G),
Pwull (CAG/CTG), Sau961 (G/GNCC), Sspl (AAT/ATT), Sstl (GAGCT/C), Tagl
(T/CGA), Xbal (T/ICTAGA) e Xhol (C/TCGAG).

As condigoes de digestdo (concentragdo, tampdo, tempo, temperatura) foram as
recomendadas pelo fabricante GIBCO, BRL. Em cada gel, quatorze amostras de DNA
total foram submetidas a digestﬁo utilizando algumas das endonucleases em uma
concentracdo de aproximadamente 2.5U/ug de DNA mais 1/10 do volume total da reagdo
de tamp@o de digestdo. A digestdo foi feita utilizando-se 15u1 de DNAmt em TE (0.5 até
1.5pg). As reagoes foram interrompidas pela adi¢do de 4ul de uma solugdo contendo;

25% de Ficol, 0.5% de SDS, 0.1% de azul de bromofenol e 0.1% de xylenocianol.
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Posteriormentre as amostras foram transferidas para um gel onde foram testadas
diferentes concentragdes de agarose em tampdo 1XTAE. A eletroforese foi conduzida sob
uma voltagem de 20 volts a temperatura ambiente durante a noite. O gel foi corado com
Brometo de Etfdeo (2 da solugdo padrao 10mg/ml) visualizados e fotografados com uma
cdmera Polaroid MP-4 com filme 667 através de um filtro laranja (Wratten 21 Kodak),

em transiluminador U.V.

3.5.1. "Southern blot"e Hibridizac3o.

Procedeu-se a transferéncia do gel por "Southern blot"como descrita em Sambrock
et al.(1989), para posterior hibridizagdo. Para isso, o gel foi desnaturado em 250ml de
solucdo de desnaturagdo (50% 0,5M NaOH, 50% 1.5M NaCl) por 1 hora, transferido
para 250ml de solucao de neutralizagdo ( 50% 1.5M NaCl, 50% 1M Tris pH 7.4) por’
duas horas. A transferéncia dos fragmentos do gel para o filtro de nitrocelulose (Sigma)
ou Nylon Hybond-N (Amersham) foi feita em 10XSSC (75mM NaCl,7.5mMNa citrato,
pH 7.0) durante a noite. O filtro foi lavado em 6XSSC por 5 minutos a temperatura
ambiente e secado na estufa 80°C por duas horas, para a fixagio dos fragmentos de DNA.

ApGs esta etapa, quando a sonda era radioativa (**’P) os filtros foram incubados
em solugdo de pré-hibridizacdo contendo: 6XSSC, 0.5% de SDS, 10mM EDTA, 5X
Denhardt's (1% de Ficoll 400, 1% de Polyvinilpyrrolidone e 1% de Albumina Sérica
Bovina fragdo V), 25% de formamida deionizada. Quando foi utilizada sonda ndo
radioativa a solugdo de pré-hibridizacdo consistiu de: 5XSSC, 0.1% de Sarcosyl, 0.02%

de SDS, 2% de bloqueador ¢ 50% de formamida deionizada. Apés a pré-hibridizagio,
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~ a sonda previamente desnaturada foi adicionada na solugdo (sonda com “**P ou com
digoxigenina) e incubada durante a noite a 42°C, quando a solug@o contém formamida.

No caso de hibridizagio com sondas heter6logas, (DNAmt de Cochliomia
macellaria ou Drosophila yakuba), esta mesma solugdo sem formamida foi incubada a
68°C. Em seguida o filtro foi lavado primeiro em solugdo 2XSSC + 0.5% de SDS a

temperatura ambiente € em uma segunda lavagem a 60°C (0,1 XSSC, 0,1% SDS).

3..5.2 Deteccio da hibridizagdo.
3.5.2.1. Deteccio da hibridizagdo com “**P.

Para a detec¢do dos fragmentos de restrigdo, a membrana foi exposta a filme de
raio-X Kodak XAR-5 ou Hyperfilm-MP (Amersham) em um "casette” provido de
intensificador de fluorescéncia. O tempo de exposi¢do depende de algumas varidveis tais
como o tipo de sonda, tempo de uso, quantidade de DNA, sendo a duragdo média de

aproximadamente 18 horas.

3.5.2.2. Deteccdo da hibridiza¢do com Digoxigenina.
A reacdo de detecdo e revelagdo da hibridizagdo quando utilizada sonda fria

(Digoxigenina) foi feita através de dois procedimentos descritos a seguir:

3.5.2.2.a Revelagio colorida com X-fosfato.

A membrana foi incubada no escuro com 10mli de solucdo de coloragio; 40ul de
NBT (Nitro Blue Tetrazolium), 35u1 de X-fosfato e 10ml de tampdo 3 (10mM tris-HCI,
0,1M NaCl, 10mM MgClL, p.H. 9.5). O X-fosfato € o substrato da enzima fosfatase
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alcalina, que se encontra nas solucdes da hibridizagio a frio; e o NBT, cora o produto
da reagdo, apresentando um precipitado de cor azul que aparece onde localizado 0 DNA
na prépria membrana. O precipitado € formado apés 15 minutos de incubagdo e

posteriormente a membrana pode ser seca € guardada.

3.5.2.2.b. Revelag¢do quimioluminiscente com AMPPD.

O AMPPD € um substrato quirﬁioluminiscente da fosfatase alcalina, e o produto
tem um estagio de emiss3o de luz que € obtido em 15 minutos. Para esta reacdo, o
AMPPD foi diluido (1:100) em tampdo 3. A membrana foi incubada em 10ml desta
solucdo por 5 minutos, logo foi retirada da solug¢do e incubada por 10 minutos a 37°C.
Finalmente a membrana foi exposta a temperatura ambiente como descrito para
hibridizagdo radioativa, durante 30 minutos. As autoradiografias obtidas foram

fotografados com filme T -MAX asa 100 Kodak para posterior andlise.

3.6 Andlise da divergéncia de sequéncia do DNAmt interpopulagoes.

Com os haplétipos mitocondriais construfdos a partir da andlise com enzimas de
restricdo, foi feita uma matriz de presenga/auséncia de sitio de restrigdo, designando a
presenca de determinados sitios por 1 e a auséncia por 0. Com a matriz obtida foi elaborado
manualmente, um cladograma (Bermingham & Avise, 1986; Avise et al, 1987) utilizando
o critério de parcimOnia isto €, a seqiiéncia que requer o menor mimero de mudancas

evolutivas para que ocorra a interconversdo de um haplétipo para outro.
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A propor¢ao de fragmentos de restricdo em comum para cada par de haplétipos
mitocondriais foi calculada utilizando a férmula (21) de Nei & Li (1979): F = 2Nxy/(Nx
+ Ny), onde Nxy € o mimero de fragmentos em comum entre os dois hapldtipos
mitocondriais, Nx e Ny sdo o mimerb de fragmentos para cada hapl6tipo separadamente. O
fndice da divergéncia da sequéncia nucleotidica entre os haplétipos (que € uma estimativa do
mimero de substitui¢des nucleotidicas por sftio), foi determinado utilizando a férmula (8)
de Nei & Li, 1979: & =-(LnS)/r, onde S corresponde ao mesmo valor de F (propor¢do
de fragmentos de restrigio em comum para cada par de haplétipos), € r corresponde ao
mimero de nucleotideos da sequéncia de reconhecimento de cada endonuclease utilizada. Os
valores obtidos de F e 4, foram utilizados para estabelecer uma estimativa da diferenciagdo

do DNAmt de C.hominivorax nas diferentes populagdes analisadas.
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IV. RESULTADOS
Para um melhor detalhamento dos resultados obtidos neste trabalho, estes serdo

apresentados por itens.

1.0 Métodos de criacdo de C.hominivorax.

Os métodos de criagio, manutencdo e manuseio de C. hominivorax em condicSes de
laboratério utilizados neste estudo, foram os descritos em Azeredo-Espin, 1987. Algumas
modifica¢Ges foram necessdrias para otimizar a manutengao destas populagdes em condigdes
de laboratério.

Para a oviposicao das fémeas, os melhores resultados foram obtidos quando as fémeas
eram estimuladas nos dias 9 e 10 pés-emergéncia. Nos experimentos com isolinhagem, o
casal se manteve por duas semanas na gaiola, e foi possivel obter, em média, duas
oviposi¢oes dentro de um perfodo de 15 dias.

Na cria¢io de larvas, foi fundamental a troca didria do meio de cultura, para evitar
o ressecamento do meio. As larvas de uma placa de Petri dependendo do mimero de
individuos (aproximadamente 1000), foram distribuidas em duas placas para diminuir a

competi¢do e facilitar o melhor desenvolvimento das larvas.

2.0 Meétodos de extragio do DNAmt.
Para verificar a melhor fase do desenvolvimento de C.hominivorax (onde se obtém
uma melhor preparacao de DNA mitocondrial), foram feitas extragoes de DNA total durante

as diferente fases do desenvolvimento, isto €, ovos, larvas, pupas e adultos. As pupas foram
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testadas com e sem casulo (pupdrio).

Os testes iniciais realizados com duas enzimas de restri¢do (HindIll e EcoRI)
revelaram que a melhor fase para a extragio de DNAmt desta espécie € a de pupa com olho
pigmentado. A vantagem em utilizar-se pupas reside na facilidade de manuseio e
homogeneizagdo dos tecidos, uma vez que nesta fase do desenvolvimento, o individuo
apresenta os tecidos j4 diferenciados mas sem quitiniza¢3o, portanto mais amolecidos e desta
forma , uma maior quantidade de DNA € isolada.

O DNA proveniente de extragdo total de dcidos nucleicos de cada individuo €
importante quando deseja-se analisar comparativamente a variabilidade do DNA mitocondrial
intra e inter populacional. Desta forma obtém-se informagoes mais precisas sobre a condi¢do
de homo ou heteroplasmia, que ppdem ser ocultadas caso seja utilizado um "pool” de
DNAmt de um grupo de individuos.

Para a produgdo de sonda de DNAmt, foi verificado que através do Meio de
Isolamento de Mitocondrias (MIM), cerca de 120 pupas vivas foram necessdrias para a
obtenc¢do de cerca de 1 ug de DNAmt. O DNAmt de C. hominivorax proveniente de MIM,
foi utilizado apenas para a producdo de sondas que posteriormente eram marcadas com *“*’P
ou digoxigenina, cujos resultados serdo descritos posteriormente.

Nio foi possivel visualizar alguns fragmentos menores que 2.0 kpb apds coloragio
no gel com BET, obtidos em digestées de DNAmt de um unico individuo.

A hibridiza¢do dos fragmentos com a sonda homéloga de DNAmt, radioativa (***P)

ou nio radioativa (Digoxigenina) permitiu a detec¢do nas autoradiografias, dos fragmentos
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de restricdo, especialmente aqueles menores de 1000 pares de bases. Isto permitiu estimar

os tamanhos desses fragmentos de restricdo com maior precisao.

3.0 Experimento de Isolinhagem.

O DNAmt das pupas analisadas das progénies de isolinhagem (total de 40 individuos
da F1), foi digerido com 7 enzimas de restrigdo, a saber: EcoRl, EcoRV, Haelll, Hindlll,
Mspl, Pvull e Kpnl. A digestdo com estas enzimas nio revelou variabilidade genética a nivel
do DNA mitocondrial, sendo que todos os individuos da F1 de uma dnica fémea,
apresentaram 0 mesmo padrdo de restrigdo caracteristico de cada uma das enzimas testadas,
0 que serd descrito no item 5 de resultados. Destas 7 enzimas testadas, somente Kpnl
apresenta um unico sftio de reconhecimento na seqiiéncia do DNA mitocondrial desta
espécie. As outras 6 enzimas isto €, EcoRl, EcoRV, Haelll, Hindlll, Mspl e¢ Pvull
digeriram o DNAmt gerando 4 fragmentos de restri¢io ( EcoRl, EcoRV, Haelll) e 5
fragmentos de restricdo (Mspl, Pvull), sendo que ao todo com estas 7 enzimas, foram

obtidos 28 sitios de clivagem no genoma mitocondrial de C.hominivorax.

4.0 Construcao de sondas de DNA mitocondrial de C. hominivorax.
4.1 DNA mitocondrial para construgdo de sonda.

Para constru¢do de sonda de DNAmt de C.hominivorgx foram testados dois
procedimentos: um deles utilizando DNA mitocondrial purificado obtido pela técnica de
M.1.M. (meio de isolamento mitocondrial), (Figura 3), e outro utilizando DNA mitocondrial

obtido por clonagem, (Figura 4).
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FIGURA 3. DNA mitocondrial purificado de Cochliomyia hominivorax, obtido através do método
de isolamento mitocondrial (M.I.M.) digerido com enzima Hind Ill, em gel de agarose 1% e
posteriormente corado com Brometo de Etideo (colunas 1 e 2). O tamanho dos fragmentos
estdo indicados a esquerda em kpb (P) e correspondem ao marcador A Hind IIl.
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FIGURA 4. Fragmentos de DNA mitocondrial de C.hominivorax digeridos com a enzima Hind lll,
obtidos apos clonagem no vetor pGEM-3Z. A digestio foi realizada em gel de agarose 1% e
posteriormente corados com Brometo de Etideo. Coluna 1, fragmento de 6.8 Kpb; coluna 2
fragmento de 0.6 Kpb; coluna 3, fragmento de 4.2 Kpb; coluna 4, fragmento de 4.0 Kpb e coluna
5 todos os fragmentos. Os tamanhos estéo indicados a esquerda em kpb (P) e corresponde aos
marcadores A Hind lll e ¢ X 174 Hae Il.
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Ambos os procedimentos, foram eficientes para producdo de sonda de DNAmt e
deteccdo dos fragmentos de restrigio. Entretanto, para a obtencdo de 1 pug de DNAmt
através de MIM, mensalmente era necessdria a criagdo de uma grande quantidade de pupas
vivas e vdrias extracoes de DNA (MIM) para a manutengio de um bom estoque de DNAmt.
Este procedimento além de dispendioso, envolvia um tempo maior para a obten¢do dos
resultados (cerca de 3 a 4 semanas).

Para otimizar a producdo de sonda, 0 DNAmt purificado de C.hominivorax foi
clonado em vetores especificos.

Na construgio de sonda utilizando DNAmt clonado em vetores plasmidiais, existem
duas vantagens bdsicas (Lansman et al, 1981); (1) os plasmideos podem ser rapidamente
purificados através de mini e midiprepara¢do, e obtidas quantidades em miligramas para
culturas de E.coli de tamanho mé_,dio. Isto quer dizer que este procedimento evita a
necessidade de realizar sucessivas purificagdes de DNAmt, que envolve obten¢@o em grande
escala de larvas e pupas de C.hominivorax em condigdes de laboratdrio (com 0s respectivos
cuidados de manutengio da populagdo). (2) A outra vantagem de utilizar plasmideos € que
sua utilizacdo, elimina a possibilidade de artefatos de técnicas resultantes da hibridizagio de

sequéncias altamente repetidas do DNA nuclear.
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4.2. Marcagio das sondas.

Foram testadas duas técnicas de marcagdo de sonda, radioativa com ***P por "nick
translation” e ndo radioativa com digoxigenina por "random primed".

A reagdo de "nick translation” foi mais rdpida e os autoradiogramas obtidos ndo
apresentaram "back-ground”. As desvantagens da utilizagdo desta técnica sdo as seguintes:
precisa-se no minimo de cerca de 1 ug de DNA; a sonda perde sua atividade com a perda
progressiva de radiagio do °*P, além dos riscos no manuseio € exposi¢io de material
radioativo.

Por estas razdes foi testada a reagdo de marcagio a frio, ndo radioativa por "random
primed"” utilizando digoxigenina, um composto derivado da planta Digiralis purpurea, cujas
principais vantagens s30: ndo ser radioativo, a quantidade de DNAmt requerida ser baixa,
podendo variar desde 10 ng até€ 3 ug, e a sonda pode ser utilizada durante um periodo de 1
ano, se armazenada a -20°C.

Além disso, verificou-se que através desta técnica foi possivel detectar claramente nos
autoradiogramas alguns fragmentos menores de 800 pares de bases € que ndo foram
revelados tdo nitidamente por sonda de “*P. A desvantagem da técnica € o "back-ground”
que € obtido nos autoradiogramas. Entretanto, este problema pode ser minimizado utilizando-
se diferentes tempos de lavagem, e de concentragdes das solucdes de lavagem.

Devido as vantagens da marca¢io nio radioativa, esta foi utilizada nos experimentos
de rotina onde a andlise de um grande nimero de autoradiogramas foi necessdria para os

estudos de variabilidade do DNAmt intra e inter populagdes, (Figura 5).
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FIGURA 5. Autoradiograma de "Southern Blot" do DNAmt de C.hominivorax utilizando sonda de
DNAmt marcada nio radioativamente com digoxigenina-11-dUTP. A revelagio das bandas foi
feita na prépria membrana utilizando X-fosfato e NBT (Nitro Blue Tetrazolium). No
autoradiograma foi utilizada a enzima Hae lll. Colunas 1 a 4, 7 e 8 padrio A, colunas 5, 6 e 9
padréo B, (P) i Hind Ill e ¢ 174 Hae Ill.
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5.0 Clonagem dos fragmentos de DNAmt

A primeira tentativa de clonar o genoma mitocondrial de C. hominivorax, foi
utilizando a molécula inteira de DNA (16.3 Kpb), apenas linearizada com as enzimas PsrI
ou Xbal, e utilizando o plasmideo pGEM 3Z e a cepa de E.coli DH5a.

Nos primeiros testes, as bactérias E. coli transformadas apresentaram coloragio branca
em meio LB contendo X-gal, indicando assim possuirem 0 DNAmt clonado. Porém as
colonias quando analisadas ndo apresentavam o inserto, devido ao tamanho do DNAmt de
C.hominivorax (16.3 kpb). Por esta razio 0 DNAmt foi digerido com outras enzimas que
estavam presentes nas regides do "polylinker” do plasmideo, com o objetivo de clonar todos
os fragmentos do mtDNA separadamente, e assim obter um banco gen6mico mitocondrial

de C.hominivorax.

5.1. Fragmentos derivados da digestdo HindIII.

Um dos padroes de restrigdo do mtDNA de C.hominivorax digerido com HindlIl
produz cinco fragmentos que ao todo correspondem ao tamanho do genoma mitocondrial
a saber 6.8, 4.2, 4.0, 0.6 ¢ 0.5 Kpb.

Os cinco fragmentos foram submetidos a clonagem no plasmideo pGEM 3Z em cepas
de E.coli DH5a. Nas primeiras tentativas foram obtidas colOnias transformantes que
efetivamente apresentavam os insertos. Os fragmentos clonados foram recuperadas em
preparagOes em grande escala, por eletroeluicdo ou com papel DEAE-celulosa segundo o
tamanho dos mesmos. Para a construgao da sonda foram utilizadas quantidades equimolares

de todos os clones (Figura 6).
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FIGURA 6. Gel de agarose corado com Brometo de Etideo, indicando os clones de DNAmMt de
Cochliomyia hominivorax digeridos com Hind 1ll, obtidos com o vetor pGEM-3Z. Coluna 1,
DNAmt purc digerido com Hind lll; colunas 2, 3, 4, 7, 8, 9 e 10, clones de 4.0 kpb incluindo os
fragmentos de 0.5 e 0.6 kpb; colunas 5, 6, 10 e 12, clones de 4.2 kpb; coluna 13, clone de 6.8
kpb. Os tamanhos estdo indicados em kpb (P) L. Hind lll e & X 174 Hae Ill, (L) Ladder 1 kpb.
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5.2. Fragmentos derivados da digestdo EcoRl.

Uma outra abordagem utilizada para otimizar a clonagem e ter o banco do genoma
mitocondrial de C.hominivorax foi o emprego do vetor A ZAP e fagemido Bluescript SK
(M13-) (Sambrook et al, 1989).

O DNAmt de C.hominivorax foi digerido com EcoRI, obtendo-se 4 fragmentos de
9.0, 3.5, 1.7 ¢ 1.1 Kpb que também correspondem ao genoma mitocondrial de
C.hominivorax. Os fragmentos ndo detectados nos autoradiogramas, nao foram considerados.
Isto por tratar-se de fragmentos muito pequenos, que provavelmente foram perdidos no gel.

Todas as colOnias transformadas foram analisadas, sendo que apenas o fragmento
maior de 9.0 Kpb ndo foi incorporado no vetor, sendo os outros 3 fragmentos clonados

(Figura 7). Estes fragmentos estdo sendo utilizados para constru¢do do mapa de restri¢do.
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FIGURA 7. Autoradiograma de "Southern Blot" utilizando sonda homologa dos clones de DNAmt
de Cochliomyia hominivorax digeridos com a enzima Eco RI. A clonagem dos fragmentos foi
realizada no vetor Bluescript SK (M13-). Na figura estéo indicados os clones do fragmento de
3.5 kpb, colunas 1, 2, 3 e 11; clones do fragmento de 1.5 kpb, colunas 3, 11 e 13 e clones do
fragmento de 1.1 kpb; colunas 4, 5, 8, 9 e 14. Os outros fragmentos que aparecem no
autoradiograma correspondem a digestdes parciais. Os tamanhos dos fragmentos estdo
indicados & esquerda (P) 2 Hind Ill e ¢ X 174 Hae HI.
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6.0 Andlise do DNA mitocondrial com endonucleases de restrigao

Foram testados diferentes tempos de incubagdo e digestdo para as 15 enzimas
descritas no item 3.5 de Material ¢ Métodos. Foi verificado que a incubag@o por 3 horas a
uma concentra¢ido de enzima de 2.5 U/ug de DNAmt foi necessdria para evitar digestdes
parciais.

A concentragdo do gel de agarose, foi padronizada para 1%, sendo que quando foram
utilizadas enzimas que produziram fragmentos menores que 1.0 Kpb a concentragao do gel
foi de 1.2 % onde, de acordo com Sambrook et al, 1989 permite uma melhor separacdo dos
fragmentos menores.

Um total de 405 individuos de C.hominivorax provenientes de 4 localidades do Estado
de Sao Paulo (Adamantina, Amparo, Botucatu ¢ Caraguatatuba) foram utilizados para a
andlise do DNAmt com endonucleases de restrigio. No mapa na figura 8, estdo indicadas
as localidades e o mimero de individuos amostrados.

Os sitios de reconhecimento para todas as 15 endonucleases utilizadas para analisar
o DNAmt das populagdes de C.hominivorax neste trabalho, assim como o tamanho dos
fragmentos produzidos estdo indicados na tabela 1. O tamanho total da molécula de DNAmt
desta espécie foi estimado em 16.3 Kpb.

Do total de 15 endonucleases testadas, 11 enzimas apresentaram cada uma um inico
padrio de restricdio no DNAmt de C.hominivorax, 4 delas Kpnl, Pstl, Xbal e Xhol,

reconhecem um inico sitio de restri¢do e foram utilizadas para linearizar 0 DNAmt.
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Localidade Latitude Longitude
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Adamantina 21°41' 07" 51° 04' 21"
Amparo 220 42' 04" 46° 45' 52"
Botucatu 22° 53' 09" 48° 26' 04"
Caraguatatuba 23°37'13" 45024' 47"

FIGURA 8. Mapa do Estado de Sdo Paulo mostrando as localidades onde foram realizadas as
coletas de Cochliomyia hominivorax . Na tabela estao indicados a latitude e a longitude de cada
localidade.
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TABELA 1: Nimero e tamanho (pb) dos fragmentos de restricio do DNA
mitocondrial de Cochliomyia hominivorax obtidos com endonucleases que
apresentaram um anico padréo.

Endonuclease Nuamero de sitios Tamanho

Clal 3 13.700
1.700
1.300

Eco Rl 4 9.000
3.500
1.500
1.300

Eco RV 4 6.500
4.900
3.100
1.580

Kpn | 1 16.300
Pst | 1 16.300

Sau96 | 5 6.100
4.900
2.100
1.600
1.075

Sst | 3 6.100
5.300
3.900

Taql 4 3.800
2.500

1.300

800

Xba | 1 16.300

Xhol 1 16.300
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Dentre as 15 endonucleases testadas nestas populagoes, 4 delas foram consideradas
marcadores para caracterizar a variabilidade no DNAmt de C.hominivorax; Haelll (Figura
9a e 9b), HindlIll (Figuras 10a e 10b), Mspl (Figuras 11a e 11b) e Pvull (Figuras 12a e
12b), tendo sido obtidos 5 padrdes para Haelll, 4 padroes para Hind1ll, 5 padrdes para Mspl
¢ 3 padrdes para Pwull.

A enzima que reconhece um maior mimero de sitios na molécula de DNAmt € Sau961
com 5 sitios de clivagem, todos eles visfveis no autoradiograma.

Cada um dos padrdes obtidos com as 4 enzimas marcadoras (Haelll, Hindlll, Mspl
e Pvull) foi designado por letras em ordem alfabética, de acordo com a ordem em que estes
foram sendo encontrados. A Tabela 2 indica os padrOes assim como os tamanhos dos
fragmentos obtidos com estas enzimas.

Com 3 das 4 enzimas isto €, Haelll, Mspl e Pvull foram obtidos padrdes unicos e
em apenas uma localidade. O padrio B de HindIll, foi encontrado exclusivamente em
amostras de C.hominivorax coletadas em ovelhas na localidade de Botucatu. Os padrdes C
de Haelll ¢ Mspl foram encontrados em Caraguatatuba (Ca-2), € o padrdo D de Pvull foi
encontrado somente em Caraguatatuba (Ca-4). A freqii€ncia de cada padrao nas diferentes
localidades analisadas foi estimada e estdo indicadas na Tabela 3.

Para as enzimas: Haelll, Hindlll e Pvull o padrao A de cada uma delas foi o mais
freqiiente em todas as amostras das populagdes analisadas. Para a enzima Mspl o padrio B
foi o mais freqiiente nas amostras exceto para Adamantina, onde somente foi encontrado o

padriao A.
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FIGURA 9. Autoradiograma de "Southern Blot" indicando a variagdo no DNA mitocondrial de
C.hominivorax. As letras indicam os 5 padrbes obtidos com a enzima Hae lll. a) Coluna 1,
padrdo C; coluna 2, padrio A; colunas 3 e 4, padréo B; colunas 5 e 6, padrdo E. b) Colunas 1 a
8, padrdo A; coluna 9, padrdo D. Os tamanhos dos fragmentos de restricdo estdo indicados a

esquerda das figuras (P) A Hind lll e ¢ X 174 Hae lll.
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FIGURA 10. Autoradiogramas de "Southern Blot" indicando os padrdes de fragmentos de
restricdo do DNAmt de C.hominivorax. As letras indicam os 4 padrbes obtidos com a enzima
Hind 11l. a) Colunas 1, 2, 4, 5, 7 e 8, padrido A; coluna 3, padrdo C; coluna 6, padrdo D. b)
Colunas 1 a 4, padrdo B observado unicamente em amostras coletadas em Botucatu. Os
tamanhos dos fragmentos de restricdo estdo indicados a esquerda (P) A Hind lil e ¢ X 174
Hae Il1.
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FIGURA 11. Autoradiogramas de "Southemn Blot" indicando os padrfes de fragmentos de
restricBo no DNAmt de C.hominivorax. As letras indicam os 5 padrbes obtidos com a enzima
Msp |. a) Colunas 3, 4, 5, 7 e 8, padrao A; colunas 6 e 9, padrdo B; coluna 1 padrio C; coluna 2,
padrédo D. b) coluna 5, padrédo F; colunas 1 e 6, padrdo A; coluna 2, padrdo B; coluna 4, padrdo
D. Os tamanhos dos fragmentos de restricio estdo indicados em kpb & esquerda das figuras (P).
i Hind lll e ¢ X 174 Hae Il
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FIGURA 12. Autoradiogramas de "Southern Blot" indicando os padrbes de fragmentos de
restricdo no DNAmt de C.hominivorax. As letras indicam os 3 padrbes obtidos com a enzima
Pvu Il. a) Coluna 1, padrio A; coluna 2, padrio B; coluna 3, padrdo D. b) Colunas 1 a 4, padréo
D. Os tamanhos dos fragmentos de restricdo estdo indicados a esquerda (P). A Hind lll e ¢ X 174
Hae 1.
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TABELA 2: Tamanho aproximado em kilobases dos fragmentos gerados por digestdo do DNAmt
de Cochliomyia hominivorax com as endonucleases marcadoras. As letras designam os padrdes
observados com cada enzima.

Enzima e Sitio de Tamanho dos fragmentos (Kpb)
padrdo clivagem
Hae Il (GG/CC)
A 75-70-10-0.8
B 75-48-20-11-08
c2 80-48-20-08
D 80-70-1.0-0.8
E 75-3.0-20-18-1.0-08
Hind il (AJAGCTT)
A 66-42-38-06-05
B! 86-68-0.8
Cc 66-43-31-07-06
D 66-38-36-06
Mspi (C/ICGG)
A 6.1-42-38-1.33
B 50-47-42-13
c4 6.1-52-38-13
D 6.1-52-49
F 52-50-38-13
Pvu i (CAG/CTG)
A 90-3.0-29-08-06
B 90-59-08-06
"D"S 90-81-30-29-08-06

1. Padrao encontrado somente em Botucatu.
2e4. Padrbes encontrados somente em Caraguatatuba (Ca-2).

3. Existem dois fragmentos aproximadamente do mesmo tamanho (1.3 Kpb) quando o DNAmt de Cochliomyia hominivorax
€ digerido com Msp | ( detectado por experimentos de dupla digestao.

5. Padréo encontrado somente em Caraguatatuba (Ca-4).
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TABELA 3: Frequéncia dos padrfes para cada enzima nas populagdes estudadas.

Localidade
Enzima Padréo Ad Amp Bot Ca-2 Ca4
Hae 1l A 076 088 060 067 050
B 017 012 037 0.27 044
Cc 0.01
D 0.06 0.03 0.06
E 0.02 0.01
Hind Il A 100 100 072 090 0.86
B 0.25
c 0.07 0.08
D 0.03 002 0.12
Msp | A 100 012 002 025 026
B 088 081 053 0.55
Cc 0.01
D 0.07 020 0.16
F 0.08 0.02
Pvu il A 100 100 1.00 0.87 0.90
B 012 0.02
D 0.07
47 86 81 82 247

Ad = Adamantina
Amp = Amparo
Bot = Botucatu

Ca-2 = Caraguatatuba - 2 (amostra coletada no invemo).

Ca-4 = Caraguatatuba - 4 (amostra coletada no verdo).
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Hind1ll apresenta o padrdo A como o mais fregiiente, sendo o tinico observado em
Adamantina e em Amparo. Para Pvull o padrio A foi o predominante, sendo o inico em
Adamantina, Amparo e Botucatu. A amostra de Caraguatatuba coletada durante o inverno
(Ca-2), apresentou ao todo 14 padrdes para as 4 endonucleases; padroes A, B, C, D e E de
Haelll; A, C e D de Hindlll; A, B, C, e D de Mspl ¢ A e B de Pwull.

As amostras com maior grau de polimorfismo foram as de Caraguatatuba (Ca-2 e Ca-
4). Nesta localidade foram coletadas duas amostras, uma durante o inverno (Ca-2) e outra
durante o verdo (Ca-4). Isto foi feito, com o objetivo de obter resultados preliminares sobre
a possivel variacdo sazonal do DNAmt na populagdo de Caraguatatuba. Esta fazenda,
apresenta um grande fluxo de gado provenientes de outras regides, especialmente durante
estas estagdes do ano para posterior comercializa¢gdo. Na amostra coletada no verdo (Ca-4),
o grau de variabilidade foi maior, tendo sido observados os 5 padrdes de restri¢ao para a
enzima Haelll, 3 dos 4 obtidos para Hindlll, 4 dos 5 padrdes da enzima Mspl e 2 padroes
para Pvull. Esta amostra apresentou 14 padroes dentre os 17 obtidos no total com estas 4
enzimas marcadoras em todas as populagdes analisadas.

Na localidade de Botucatu foram observados 11 padrdes € em Amparo e Adamantina
foram observados 6 padrdes respectivamente, sendo 5 deles comuns a ambas as populagdes
(Tabela 3). O maior mimero de padrdes de restri¢do foi obtido com as endonucleases Haelll

e Mspl.
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Baseados nos padrdes de restricao para as quatro enzimas marcadores, indicados na
Tabela 2, foi possfvel estabelecer os provdveis eventos mutacionais que teriam dado origem
aos diferentes padrdes de restri¢ao obtidos. Com estes dados foi possivel também estabelecer
a freqiéncia que apresenta cada padrdo nas diferentes amostras de populagoes de
C.hominivorax.

O mimero total de sitios de restri¢ao obtidos foram denominados por letras e mimeros,
para facilitar a compreensdo dos eventos mutacionais de perda e/ou ganho de sitio de
restricdo que originaram os diferentes padrdes para as quatro enzimas marcadoras no DNA
mitocondrial de C.hominivorax, . Assim os 6 sftios para Haelll foram denominados de H,
aH, para Hindlll, sitios 1, a I;, para Mspl, sitios de M, a M; e para Pwull sftios P, a P;. Os
sftios assim como os tamanhos de cada fragmento para cada uma das quatro endonucleases

marcadoras estdo indicados na Figura 13.
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FIGURA 13. Diagrama representando o numero total de sitios diagnésticos no genoma
mitocondrial de C.hominivorax, para as quatro endonucleases de restrigio marcadoras. Os sitios
foram localizados de maneira aleat6ria e designados por letras; H para Hae i, | para Hind ill, M

para Msp | e P para Pvu ll. Os tamanhos dos fragmentos produzidos por cada par de sitios,
estdo indicados em Kpb.
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Os eventos mutacionais de perda e/ou ganho de sftios de restri¢do para os padroes
obtidos com cada enzima, estio indicados nas Figuras 14 (a e b), € 15 (a e b). As linhas
indicam a diregdo da perda de sftios, mas, ndo indicam necessariamente a diregcdo da
evolugao.

Para Haelll o padrio A pode ter surgido pela perda de um sitio no padrao B (sitio
H,) originando o fragmento de 7.0 kpb. Uma outra possibilidade € a do padrio A ter se
originado pela perda dos sitios H,e H, no padrio E, produzindo o mesmo fragmento de7.0
kpb. O padriio C pode ter se originado a partir de B, pela perda de um tnico sftio (sitio H1),
dando origem ao fragmento de 8.0 kpb. No caso do padrio D, este apresenta variabilidade
de tamanho da molécula, e por isso ndo pode ser explicada exclusivamente por perda e/ou
ganho dos sftios H; ¢ H, no padrio E ou no padrio B. O diagrama que representa 0$
provdveis eventos mutacionais esta_indicado na Figura 14a.

O padriio C de Hindlll aparece relacionado com os outros trés padrdes: A, B e D.
Os padrdes A e B teriam se originado por variabilidade no comprimento da molécula, € 0
padrio D teria sido originado pela perda de um unico sitio (sftio I;) no padrao C, originando
o fragmento de 3.8 kpb. Os dois padrdes resultantes com os mesmos sitios de restri¢do
apresentam variabilidade no comprimento da molécula. O padréo B teria sido originado pela
perda de dois sitios de restri¢o (sitios L e. I;). O padrio intermedidrio, isto ¢, a perda de um
tinico sftio ndo foi observado nas populagdes analisadas. Estas etapas estdo indicadas na

Figura 14b.
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FIGURA 14. Diagrama dos padrdes obtidos com as enzimas a) Hae il e b) Hind il no genoma
mitocondrial de C. hominivorax, onde est3o indicados os eventos de perda e/ou ganho de sitios.

Os sitios foram marcados aleatériamente.

evento de perda de sitio simples
evento de perda e/ou ganho de mais de um sitio, ou variagdo de comprimento

evento de ganho de sitio simples
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Os cinco padroes observados para 0 DNA mitocondrial de C.hominivorax quando
digerido com a enzima Mspl se relacionam tanto por eventos de perda e/ou ganho de sftios
de restri¢do (substituicdo de bases), quanto pela varia¢do de tamanho da molécula (padrdes
C e F). No padrio B, foi verificado a perda do sftio M,, o qual teria sido originado pela
perda deste sftio no padrdo C, ou no padrao F. Os passos estao representados na Figura 15a.

Para a enzima Pwull, o padrao A poderia ter originado os outros dois padroes: B e
D. O padrio B teria sido produzido pela perda de um vnico sitio (sitio P,) originando o
fragmento de 5.9 kpb, (Figura 15b). O padrdo D teria surgido por eventos que produzem
variagdo no tamanho da molécula, ou corresponde a um caso de heteroplasmia.

A andlise dos diferentes padrdes produzidos com cada uma das quatro enzimas,
revelam um possivel caso de heteroplasmia (isto €, a presenca de mais de um tipo de DNAmt
em células de um mesmo individuo). Normalmente os individuos heteropldsmicos apresentam
inser¢des e/ou delecoes de pequenos segmentos de DNA. O nimero de cdpias destas
unidades repetidas, determina a variagdo de tamanho da molécula de DNAmt. Utilizando a
enzima Pvull na amostra de Caraguatatuba coletada no verao (Ca-4), foram observados 17 |
individuos apresentando o pa&ﬁo D, encontrado exclusivamente nesta populacio e sendo
muito maior (21.7 kpb) quando comparado ao tamanho estimado para 0 DNAmt de
C.hominivorax (16.3 kpb). As amostras de DNAmt que apresentaram este padrdo D para
Pvull, nio apresentaram diferencas de tamanho visiveis quando digeridas com as outras
enzimas marcadoras. As possiveis causas da heteroplasmia de tamanho observada com a

enzima Pwull serdo discutidas posteriormente.
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FIGURA 15. Diagrama dos padrbées obtidos com as enzimas a) Msp | e b) Pvu Il no genoma
mitocondrial de C. hominivorax, onde est&o indicados os eventos de perda e/ou ganho de sitios.
Os sitios foram marcados aleatoriamente.

Obs. O padrdo B (*) de Msp | apresenta mais um sitio que ndo foi definido por tratar-se de
variabilidade de tamanho.

evento de perda de sitio simples
evento de perda e/ou ganho e mais de um sitio
evento de ganho de sitio simples

AN : padrdo encontrado na América do Norte (Roehrdanz, 1989).
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Os padroes de restricio do DNAmt de C.hominivorax obtidos para as enzimas
enzimas Haelll, Hindlll, Mspl e Pvull, foram combinados para produzir o haplétipo
mitocondrial. Através da andlise de 405 individuos utilizando estas enzimas nas 4 populagoes
analisadas foram detectados 15 haplétipos mitocondriais, os quais estdo indicados na tabela
4,

Nos hapldtipos mitocondriais obtidos para os 405 individuos de C.hominivorax, ndo
foram detectados os padrdes : C e E de Haelll, C de Hindlll e C de Mspl. Estes padrdes
foram encontrados em amostras de C.hominivorax provenientes de outras populagdes
(Alfenas e Pocon€é) analisadas no nosso laboratdrio (Azeredo Espin, 1993; Azeredo Espin
et al, submetido). Neste trabalho, foram considerados esses padres, por corresponderem aos
tipos intermedidrios entre os que foram detectados nas populacOes analisadas, para explicar
as mudangas entre os haplétipos por perda e/ou ganho de sitio de restrig3o.

O hapldétipo mais freqiiente em todas as populagdes € 0 2 (AABA) e foi encontrado
em 44% (n=178) dos individuos analisados, seguido do haplétipo 1 (BAAA) encontrado em
11% (n=45) individuos. Os haplétipos 2 (AABA) € 11 (BABA) foram os mais amplamente
distribuidos, tendo sido encontrados em todas as amostras de populacdes analisadas. O
haplétipo 4 (ABBA) € exclusivo de Botucatu, 0 3 (AABB) foi observado somente em Ca-2.
Os haplétipos mitocondriais: 14 (AABD), 10 (ADBA), 15 (BAAD), 12 (BAFA) e 13

(BDBA) foram tnicos para Ca-4.
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A populagdo que apresentou uma maior variabilidade no DNA mitocondrial de
C. hominivorax foi Caraguatatuba (Ca-2 e Ca-4), com 14 haplétipos mitocondriais sendo 7
unicos para esta localidade. Em Botucatu foram encontrados 7, e em Adamantina € Amparo

3 hapldtipos, tendo em comum os haplétipos 1 (AABA) e 10 (BABA).
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TABELA 4: Numero de individuos com os haplétipos mitocondriais obtidos com 4
endonucleases de restricio (Haelll, Hind\ll, Mspl e Pvull)! em Cochliomyia hominivorax

nas populagdes analisadas.

Haplétipos POPULACOES
mitocondriais Ad Amp Bot Ca-2 Ca4 Total
1) BAAA - 6 2 1 26 45
2) AABA 35 39 20 22 62 178
3) AABB - - - 6 - 6
4) ABBA - - 29 - - 29
5) AAFA - - - 1 7
6) BADA - - 2 1 10
7) DABA 3 - - 2 10
8) AADA - - 3 6 23 32
9) BDAA - - - 2 14 16
10)ADBA - - - - 5 5
11)BABA 9 1 1 2 29 42
12)BAFA . - - -
13)BDBA - - - -
14)AABD - - - -
15)BAAD - - - -

47 46 63 52 197 405

1. Os haplétipos mitocondriais foram elaborados a partir dos padrdes de restrigio obtidos para
os quatro marcadores genéticos (Hae Ill, Hind ill, Msp | e Pvu H) da seguinte forma: a primeira
letra do hapl6tipo mitocondrial, corresponde ao padrdo apresentado por individuos para a
enzima Hae lil, a segunda letra para Hind Ili, terceira e quarta letras correspondem aos padrdes

obtidos para as enzimas Msp | e Pvu |l respectivamente, sempre na mesma ordem.
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Para verificar se a amostra de larvas coletadas numa mesma ferida era proveniente
da postura de uma vinica fémea ou devido a infestagdes miltiplas (oviposi¢do de mais de uma
fémea), foram analisadas amostras de DNAmt de pupas (uma média de 22 larvas por ferida).
As larvas foram coletadas em nove feridas de animais diferentes (a0 todo 9 bois) na
localidade de Caraguatatuba durante o inverno, amostra que foi denominada de Ca-4. A
escolha desta localidade para esta andlise, foi em decorréncia da maior variabilidade no
DNAmt encontrada nas diferentes amostras de Caraguatatuba (Ca-2 e Ca-4). As larvas foram
coletadas no campo e mantidas no laboratério até a fase de pupa, onde foram congeladas no
freezer -70°C.

Na Tabela 5 estdo indicadas as frequéncias para os 14 haplétipos obtidos nas nove
feridas analisadas em diferentes animais. Das 22 pupas analisadas por ferida, foram
observados em media 5 hapl6tipos. Sendo o haplétipo 10 ((BABA) o mais freqiiente em 8
das 9 feridas analisadas. Os haplétipos 2 (AABA), 5 (AAFA), 9 (BAAD) ¢ 13 (BDAA)
foram encontrados cada um deles, exclusivamente nas feridas III, VII, IX e V

respectivamente, indicando claramente que mais de uma fémea ovipde numa mesma ferida.
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TABELA 5: Frequéncia dos hapl6tipos mitocondriais de Cochliomyia hominivorax da

populacio de Caraguatatuba (Ca-4) provenientes de diferentes feridas de gado bovino.

Hapl6tipo FERIDAS

mitocondrial | ] 1]} v Vv Vi vil Vil IX
1) BAAA 041 047 - 003 007 - - - 0.17
2) AABA 029 042 - 024 - - 058 069 0.04
3) AABB - - 027 - - - - - -

5) AAFA - - - - - - 010 - -

6) BADA - - 003 - - 014 005 - 0.13
7) DABA - - - - - 036 005 - -

8) AADA 006 008 047 - - 028 005 - -

9) BDAA - - - - 0.87 - - - -
10)ADBA - - 010 007 - - - - -
11)BABA 018 003 003 052 007 021 016 - 0.13
12)BAFA - - 007 0.07 - - - - -
13)BDBA 0.06 - 003 003 - - - - -
14)AABD - - - - - - - 031 0.13
15)BAAD - - - - - - - - 0.39
N=199 17 36 30 29 15 14 19 16 23
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Utilizando 10 haplétipos (Tabela 6), foi construida uma matriz de presenca/auséncia
de sftios de restri¢do. Estes 10 haplétipos foram escolhidos por representar exclusivamente
mudangas de sftio de restrigdo. Os hapldtipos 5, 7, 12, 14 e 15 ndo foram considerados na
matriz por corresponder a variagdo de tamanho da molécula de DNAmt. Para a construgao
da matriz, o nimero total de sitios de restri¢io observado para cada uma das enzimas
marcadoras, isto €, os que deram origem aos diferentes padrdes, foram considerados.-

Do total de 21 sitios polimérficos no DNAmt de C. hominivorax obtidos com estas
4 enzimas, 8 sitios demonstraram ser diagndésticos para detectar variabilidade do DNAmt de
C. hominivorax.

Foi calculada a proporgdo de fragmentos comuns (F) e a divergéncia da sequéncia
~ nucleotidica (8), (Nei & Li, 1979), entre os 15 haplétipos mitocondriais de C. hominivorax.
Na Tabela 7 sdo apresentados os valores obtidos, o valor de (F) variou de 0,565 até 0,921;
e o valor de (6) variou de 0.006 até 0.065.

Baseado na matriz de presenga/auséncia de sitios de restrigio para 10 haplétipos
mitocondriais e nos valores obtidos para a divergéncia da sequéncia (6) do DNAmt de
C.hominivorax, foi elaborado manualmente, um cladograma de parcimoOnia relacionando
todos estes haplétipos considerando 0 menor mimero de eventos mutacionais para ocorrer a

interconversdo de um padrdo para outro (Figura 16).
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Bo - Ca
Ad = Adamantina
Amp = Amparo
Bo = Botucatu

Ca = Caraguatatuba

FIGURA 16. Cladograma obtido a partir da matriz de presenga/auséncia de sitios de
restricio, dos 15 haplé6tipos mitocondriais observados nas 4 populagbes de C. hominivorax
analisadas. As linhas entre as ramifica¢des, indicam as provéaveis mudancgas de sitios de
restricdo entre os haplétipos. As linhas segmentadas entre os haplotipos (14 e 2), (7 e 2),
(15 e 1) e (12 e 1) indicam somente variabilidade de tamanho na molécula de DNAmt
desta espécie. O numero entre cada par de haplétipos indica o valor da divergéncia da
sequéncia nucleotidica (8) Nei & Li (1979).
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No cladograma estao indicadas as provdveis relacdes € mudangas de sitio de restrigao
entre os 15 haplétipos mitocondriais descritos para as populagdes de Cochliomyia
hominivorax do Estado de Sdo Paulo analisadas.

O cladograma indica que quase todos os hapl6tipos estdo associados aos haplétipos
1 e 2. O haplétipo 2 aparece associado diretamente por somente uma mudanga de sitio a
outros 4 haplétipos (hapldtipos 5, 3, 10 e 11), e também associado por variabilidade de
tamanho aos haplétipos 7 e 14. O haplétipo 1 estd relacionado por uma mudanca de sitio
com dois outros haplétipos (9 e 11) e por duas mudancas de sftio com o hapldtipo 6. Este
haplétipo esta associado por variabilidade de tamanho aos haplétipos 12 € 15. O hapldtipo
4 exclusivo de Botucatu aparece relacionado por 2 mudangas de sitios ao haplétipo 14 de

Caraguatatuba.
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V. DISCUSSAO.

Parece ser realmente um fato que o polimorfismo mitocondrial mesmo dentro de uma
mesma linhagem, € acentuadamente maior em dipteros que em outros grupos animais. Neste
aspecto, os resultados obtidos neste trabalho, indicam um alto grau de polimorfismo no
DNAmt de C. hominivorax. Na revisio de Avise (1983), se enfatiza o fato que entre
populagdes, € comum detectar altos graus de polimorfismos associados a diferencia¢ao
geogrdfica. |

A detecgdo de polimorfismo dentro de uma populacdo pode indicar parentesco entre
as linhagensvmaternas. Porém, de acordo com Moritz et al. (1987) essas inferéncias sobre
as linhagens maternas, devem ser aplicadas considerando-se demes isolados, devido ao fato
de que a migragdo dos individuos de uma populagdo pode criar falsas indicagdes de
parentesco.

A utilizacio de DNA total de C.hominivorax, (obtido pelo método de extragdo
simples), para andlise individual em gel de agarose, necessita alguns cuidados especiais. O
DNA obtido corresponde a uma mistura de DNA genOmico, ¢ DNA mitocondrial. Desta
forma, as bandas coradas com Brometo de Etfdeo e visualizadas no gel de agarose apds a
digestio do DNA total com endonucleases de restrigio, podem n3o corresponder a0 DNAmt.
Considerar todas as bandas obtidas nos géis corados com Brometo de Etideo como
correspondente a0 DNAmt de uma populac@o, pode levar a uma interpretagdo errada da
variabilidade nesta molécula. Para solucionar este problema € necessdrio obter DNAmt
purificado para construcdo de uma sonda de DNA mitocondrial, a qual servird para detectar

as bandas correspondentes somente a0 DNAmt ap6s hibridizag3o.
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Para a purificagdo do DNAmt, sabe-se que esta molécula € tecnicamente ficil de ser
isolada por apresentar um alto mimero de c6pias por c€lula e poder ser separada do genoma
nuclear (0 genoma nuclear e 0 genoma mitocondrial possuem diferentes coeficientes de
sedimentagio, o qual permite a separacdo destas duas moléculas em gradiente de CsCl).

A mdxima pureza do DNAmt para andlise através de RFLP, € obtida utilizando
gradientes de equilibrio de CsCl. Esta purificagdo serve para eliminar qualquer contaminante
do DNAmt pelo DNA nuclear, RNA, proteinas e sais. Neste estudo o DNAmt de
C.hominivorax purificado por gradiente de CsCl foi submetido a um rebandeamento para
garantir um alto grau de pureza. As amostras de DNAmt obtidas através desta técnica
apresentaram um excelente grau de pureza.

Verificamos que a utilizagdo do DNAmt de C hominivorax obtido por clonagem, para
a construgio de sonda tanto radioativa quanto néo radioativa, aumenta a eﬁciéncia da técnica
de andlise do DNAmt por duas razdes (Lansman et al, 1981); 1.-reduz o tempo requerido
para obter uma quantidade de DNAmt apropriada para marcacao (aprox. 1ug), e 2.-elimina
a possibilidade de artefatos de técnicas resultantes da hibridizagdo de sequéncias altamente
repetidas do DNA nuclear.

O fato de ndo ter sido possivel clonar a molécula de DNAmt inteira linearizada com
as enzimas Xbal ou Pstl (apréx. 16.3 kpb) no plasmideo pGEM-3Z (2.7 kpb), pode ser
explicada como sendo devido a problemas durante a replicagdo das colonias contendo o
plasmfdeo mais o inserto. A presenca de um DNA plasmidial tdo grande (apréx. 19.0 kpb)
deve ter causado uma desestabilizagdo das moléculas durante o crescimento das células,

sugerindo que o inserto e/ou o plasmideo possam ter sido eliminados. Uma outra

86



possibilidade € a incapacidade do plasmideo de comportar um inserto tio grande. Uma
situagdo semelhante pode ter ocorrido com relagdo ao fragmento de 0.9 kpb derivado da
digestdo com EcoRI cuja clonagem ndo foi possivel no fagemido BluescriptSK M13- (apréx.
3.0 kpb).

O tamanho do DNAmt de C.hominivorax foi estimado em aproximadamente 16.3
kpb, tamanho que € caracterfstico da maioria dos metazodrios incluindo insetos (Brown,
1983). Este tamanho € intermedidrio entre o estimado para algumas espécies de Drosophila
que varia de 15.7 a 19.5 kpb (Fauron & Wostenholme, 1976), e difere em aproximadamente
300 pares de bases do tamanho descrito para populagdes de C.hominivorax do México e
América Central, onde foi estimado em 16.0 kpb (Roehrdanz, 1989).

A técnica empregada para detectar variabilidade do DNAmt, através de RFLP,
demonstrou ser muito eficiente para obter informagdes sobre a natureza € a extensdo das
diferencas entre as sequéncias do DﬁAmt entre as populac¢Oes de C.hominivorax analisadas.
Embora, essas informagoes possam ndo corresponder a evolugdo de sequéncias especificas,
€ possivel estabelecer inferéncias em relagdo a estrutura de populagdes de C.hominivorax.
A sensibilidade do RFLP € manifestada ndo somente ao nivel interespecifico (De Salle et al,
1986) mas também na comparagio entre individuos de uma mesma espécie, como verificado
entre as populagdes geogrificas de C.hominivorax analisadas.

A andlise do DNAmt de C. hominivorax utilizando esta técnica, RFLP, com 15
endonucleases, revelou 48 sitios detectdveis em gel de agarose, para 11 endonucleases que

se apresentaram monomorficas e 4 endonucleases polimdrficas.
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Para as 4 enzimas polimdrficas, isto €, as endonucleases marcadoras (Haelll, Hindlll,
Mspl, e Pvull), foram detectados 15 haplétipos mitocondriais nas 4 localidades estudadas
(Amparo, Adamantina, Botucatu e Caraguatatuba). Estes resultados sio de um modo geral
semelhantes aos obtidos por Roehrdanz (1989), com relagdo a variabilidade do DNAmt de
C. hon:inivbrax, onde foram obtidos 16 haplétipos mitocondriais em 30 diferentes amostras
de populagdes provenientes da América do Norte e da América Central. Porém, foram
encontradas diferengaé em relagio aos padrdes obtidos para as endonucleases testadas em
ambos os trabalhos.

Para a enzima Haelll, cinco padroes foram observados nas populagdes do Estado de
Sdo Paulo, os quais foram denominados de: A, B, C, D e E enquanto nas populacoes do
México e América Central foram descritos quatro padrdes : A, B, C e D. Os padrdes A,B
e C das populagdes de Sdo Paulo correspondem respectivamente aos padroes B, A e C do
México e América Central analisadas por Roehrdanz (1989). Dois novos padrdes (D e E),
foram descritos neste estudo para populagdes brasileiras desta espécie.

Para a enzima HindIll foram descritos quatro padrOes para as populagdes de Sao
Paulo: A, B, C e D; e seis para as populagdes do México e América Central: A, B, C, D,
E e F. Verificou-se que trés padrdes das populacdes de C. hominivorax do Estado de Sdo
Paulo (A, C e D), correspondem aos padrdes (A, D e E) nas populagdes de C.hominivorax
das Américas do Norte e Central. O padrﬁo B, ndo foi observado para as amostras do
México ¢ América Central. Este padrdo nas amostras brasileiras analisadas fornece
informagdes importantes: a) foi um padrdo observado somente em amostras de Botucatu. b)

foi encontrado exclusivamente em larvas de C. hominivorax coletadas em feridas de ovelha,

88



ndo tendo sido observado nas amostras coletadas em bovinos dessa mesma localidade.

A presenca do padrio B para a enzima HindlIll exclusivamente em amostras de
Botucatu (como a de outros haplétipos tinicos em outras localidades) poderia indicar que
existem diferentes linhagens maternas responsdveis pela manuten¢do da populacdo nas
amostras analisadas. Por outro lado, existe a hipitese (referéncia em Blouin et al, 1992), que
algumas espécies de ectoparasitas apresentam populagdes caracterizadas localmente que
podem comecar a se endocruzar, originando desta forma, populagdes de parasitas
diferenciadas entre espécies de hospedeiros ou entre regides geogréficas, tornando a relagio
hospedeiro-parasita mais especffica e/ou preferencial.

A ocorréncia do padrao (B) para Hindlll em 29 individuos de C.hominivorax
coletados em ovelha na localidade de Botucatu, o qual ndo foi observado em amostras
coletadas em bovinos em nenhuma das 4 localidades, incluindo Botucatu, sugere que
provavelmente pode estar havendo uma preferéncia de hospedeiro. Esta hipétese €
corroborada por duas observacdes; 1.- as larvas foram coletadas em diferentes feridas em
ovelhas, descartando desta forma a possibilidade de oviposi¢do de uma unica fémea e 2.- os
individuos provenientes de bovinos de Botucatu, apresentaram quase que na sua totalidade
o haplétipo 2, que foi 0 mais freqiiente em todas as popula¢des analisadas neste trabalho.

Esta observacdo sugere que deve existir alguma vantagem evolutiva e/ou adaptativa
dos individuos ponad;)rcs de um determinado hapl6tipo mitocondrial, em parasitar
preferencialmente um determinado hospedeiro. Esta interpretagdo € conflitante com a
afirmacdo de que variantes intraespecfficos do DNAmt sdo considerados seletivamente

neutros (Moritz et al, 1987; Hale & Singh, 1991). A teoria da neutralidade das variagGes ao
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nivel do DNAmt, se fundamenta na extrema importincia que apresentam os produtos dos
genes mitocondriais, os quais s3o essenciais para o processo de fosforilagdo oxidativa. Isto
implica numa restri¢do funcional devido 2 importancia desses genes para a sobrevivéncia do
organismo. Em contraste, algumas andlises de substituicdes no DNAmt de Drosophila, tem
se mostrado inconsistentes com a hipétese de estrita neutralidade da variabilidade no DNAmt
(Clary & Wostenholme, 1985). Através da andlise da dindmica da evoluco das seqiiéncias
do DNAmt de alguns mamiferos (referéncia em De Salle & Templeton,1988) foi
determinado que uma considerdvel por¢io da molécula de DNAmt estd sob forte pressio
seletiva. Desta forma, para verificar se existe alguma relagdo entre os gendtipos
mitocondriais de C. hominivorax e o tipo de hospedeiro, se faz necessdrio analisar o DNAmt
de um maior mimero de individuos desta espécie coletados em diferentes hospedeiros (sufnos,
eqiiinos, bovinos, caprinos e ovinos), de uma mesma como também de diferentes
localidades.

Para a enzima Msbl cinco padrdes foram observados nas populagdes do estado de Sdo
Paulo: A, B, C, D e F; e cinco nas popula¢des do México e América Central: A, B, C, D
e E. Dois padroes das populagdes brasileiras (B e D) correspondem aos estudados por
Roehrdanz (1989), (A e B). Outros trés novos haplétipos foram obtidos no nosso estudo (A,
C e F), os quais pelos tamanhos dos fragmentos de restri¢do, se apresentam altamente
divergentes dos hapl6tipos descritos para as populacdes de C.hominivorax do México e

América Central.
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Em todos os padrdes gerados pela digestio com a enzima Mspl, observou-se um
tamanho mitocondrial menor (aproximadamente 15.5 kpb) que o estimado para 0 genoma
mitocondrial de C.hominivorax (apréx. 16.3 kpb). Este fato pode ocorrer devido 2 existéncia
de vdrios sftios de reconhecimento da enzima situados muito préximos no genoma
mitocondrial de C.hominivorax. Isto poderia gerar fragmentos muito pequenos ndo
detectdveis em gel de agarose, os quais por essa razio podem nao ter sido visualizados e/ou
perdidos.

Para a enzima Pvull neste trabalho foram descritos trés padrdes: A, B e "D", sendo
que nenhum deles corresponde aos padrdes descritos para populacdes do México e da
América Central: A ¢ B.

No trabalho de Roehrdanz (1989), também foi verificado polimorfismo no DNAmt
com as enzimas Ss7I, EcoRV e Sau961, enzimas que foram testadas no nosso estudo e que
se apresentaram monomorficas para as populagdes do Estado de Sao Paulo analisadas. O
haplétipo "D" de Pvull nas popula¢des de Caraguatatuba, apresenta um tamanho muito maior
(apréx. 21.7 kpb) do que o tamanho estimado para o DNAmt (16.3 kpb), o que sugere a
existéncia de dois tipos de DNAmt no mesmo individuo. Esta variagdo de tamanho que foi
observada em 17 individuos, unicamente em amostras de Caraguatatuba, provavelmente deve
ter se originado por heteroplasmia de tamanho. A heteroplasmia como foi descrito no item
I Introdugdo deste trabalho, corresponde a linhagens de células que possuem dois tipos de

DNAmt, o tipo original materno e uma outra variante.
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Nos estudos de Roehrdanz (1989) em C.hominivorax nao foram observadas variagdes
‘de tamanho maiores que 0.5 kpb. Roehrdanz ndo atribui os resultados obtidos 2
heteroplasmia de tamanho, mesmo sendo esta, a forma mais comum de heteroplasmia, isto
€, a que envolve vdrias centenas de pares de bases, (Bermingham er al. 1986).

No trabalho de Roehrdanz (1989), para a andlise do DNAmt foram utilizados grupos
de larvas coletados em feridas individuais, como representando a postura de uma tnica
fémea. Porém, baseado nos resultados obtidos através da andlise do DNAmt individual de
larvas coletadas em nove feridas de animais diferentes (22 individuos por ferida, na amostra
Ca4, ver Tabela 5), foi verificado que mais de uma fémea com hapldtipos mitocondriais
diferentes, frequentemente pode ovipor numa mesma ferida. Desta forma, a andlise do
DNAmt empregando mais de um individuo, mesmo proveniente de uma mesma ferida
interfere ¢ impede a detec¢ao de heteroplasmia.

Como no nosso trabalho, todas as extragoes do DNAmt foram individuais, tem-se
uma forte evidéncia de que a variagdo de tamanho observada seja devida a heteroplasmia do
DNAmt desta espécie.

A variagio de tamanho na molécula de DNAmt muitas vezes € mais ficil de se
detectar que a substituicdo de bases, por ser evidente para alguns padrdes de restricdo no gel
de agarose, onde a probabilidade de detectar uma simples mudanca de sitio € menor.

Para explicar a grande diferenca de tamanho no DNAmt de C.hominivorax, duas
hipéteses podem ser sugeridas: 1) devido a duplicagdo de algum fragmento repetido na regido
A+T. Este fato tem sido demonstrado ocorrer em algumas espécies de Drosophila (Solignac

et al. 1983; Bermingham et al. 1986; Hale et al. 1986) € em trés espécies de coledpteros do
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género Pissodes (Boyce et al. 1989); 2) devido a heranga biparental no DNAmt. Esta
segunda hipétese, € reforcada pelo fato de que, o padrio dos individuos heteropldsmicos
("D"), correspondem a dois dos padrdes oﬁservados individualmente em duas populagses:
padrio A, observado em Caraguatatuba e o outro, observado somente em amostras da
América do Norte (Rochrdanz, 1989). Embora, estes dados sejam preliminares, parece mais
provdvel que a causa da heteroplasmia observada seja decorrente desta segunda hipétese.

Para analisar a relagdo entre cada um dos padrdes obtidos com as 4 enzimas de
restrigdo marcadoras, foram estabelecidos os eventos de ganho e/ou perda de sftio de
restrigdo entre eles. Foi utilizado o critério de parcimOnia onde se considera 0 menor nimero
-de mudangas possiveis entre um padrao e outro, dando prioridade as perdas de sitio j4 que,
segundb Templeton (1983), os eventos de perda se sitio de restricao sdo mais provdveis de
acontecer durante a evolugdo que 0s eventos de ganho de sitio.

Cada sftio de reconhecimento de uma determinada enzima, pode ser considerada como
um cardter tendo dois estdgios, presenca e/ou auséncia de um determinado padrdo
(Harrison, 1989), fornecendo dados apropriados para se estabelecer relagdes filogenéticas.
Baseado nos sitios de restri¢do varidveis obtidos para cada haplétipo mitocondrial, foi
possivel construir uma matriz de presenga/auséncia de sitio de restri¢do para todos os sitios
representativos das endonucleases testadas.

Dos 8 sitios indicadores da variabilidade para as 4 endonucleases empregadas neste
estudo, verifica-se a ocorréncia de mutagio em alguns deles. Sftios que estdo presentes em
quase a totalidade dos haplétipos mitocondriais, e ausentes em um unico haplétipo

mitocondrial, poderiam ter sido originados por alguma mutagdo, produzindo perda e/ou

93



ganho de sitios de restri¢ao.

Um outro processo observado fregiientemente no genoma mitocondrial animal (Avise
et al, 1987), € a homoplasia, onde um determinado sitio parece ligar ("on") e desligar ("off™)
repetidamente durante a evolugdo. Homoplasia, para alguns sftios de restrigao revelados com
a enzima Haelll (Roerhdanz, 1989), foi observada em populagdes de C.hominivor_ax do
Meéxico e América Central. Nas populagdes brasileiras analisadas neste trabalho, nio foi
detectada homoplasia, para Haelll e/ou as demais enzimas que produziram padrdes de
restricdo diferentes.

A homoplasia no DNAmt € atribuida a substituicdo de bases recorrente em alguns
sitios, principalmente transi¢des (A-G, T-C), (Aquadro & Greenberg, 1983). Este tipo de
substitui¢do parece diferir em Drosophila (Clary & Wostenholme, 1985) na qual a taxa de
transversdes (principalmente A-T) é maior ou igual 2 taxa de transigdes.

Observou-se elevada taxa de substituicoes de bases no DNAmt nas populagbes de
C.hominivorax analisadas, baseado nos diferentes padrdes de restrigdo obtidos via RFLP.
Segundo Brown (1983), ela poderia ser também explicada por alguma deficiéncia nos
sistemas de reparo, principalmente na atividade de "revisdo editorial” da DNA polimerase,
que tem como fungdo duplicar 0 DNA mitocondrial. Este sistema de reparo, quando estd
funcionando normalmente, elimina principalmente transicGes, as quais termodinamicamente
sdo mais provdveis de acontecer durante a replicagdo (De Salle et al, 1987). Assim, estas
deficiéncias no sistema de reparo, poderiam explicar a maior taxa de mutacdo no DNAmt

em relacdio ao DNA nuclear em vdrias espécies de animais (Moritz et al, 1987).
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As mudangas evolutivas nos sitios de restricdo podem ser inferidas a partir dos
diferentes padrées obtidos e juntamente com a constru¢do de um cladograma, pode-se tracar
a provdvel sequéncia de interconversdo dos diferentes hapl6tipos mitocondriais, Figuras 14
(a, b) e 15 (a, b).

Por vdrios critérios, o haplétipo mitocondrial 2 (AABA) € um provdvel candidato
para ser o haplétipo ancestral dentro das populagdes de C.hominivorax analisadas do Estado
de Sao Paulo, pelas seguintes razdes; a) E o haplétipo mais frequente, ocorrendo em 44%
do total das populagdes analisadas; b) Eo haplétipo que apresenta uma maior distribuigdo
geogrdfica, aparecendo em todas as localidades (Amparo, Adamantina, Botucatu e
Caraguatatuba) e ¢) Devido a sua posigio central no cladograma, este haplétipo se relaciona
diretamente por apenas uma mudanga de sitio, a 4 outros haplétipos mitocondriais obtidos
para C.hominivorax (Figura 16).

Esta interpretagdo parece ser a mais provdvel, uma vez que, o segundo haplétipo mais
freqiiente foi observado em apenas 11% do total das populagdes amostradas. Este hapldtipo
difere do mais freqiiente (haplétipo 2), por duas mudangas de sitio de restri¢ao (sitio H, para
Haelll e sitio M, para Mspl).

Baseado na distribuicdo dos hapl6tipos nas populagdes analisadas, foi verificado que
os haplétipos 2 e 11 ocorrem em todas as localidades, seguido do hapldtipo 1 que somente
ndao ocorre em Adamantina. Dentre os haplétipos observados, 9 foram dnicos para uma
determinada localidade [haplStipo 4 (ABBA) em Botucatu e haplétipos 3 (AABB), 9
(BDAA), 10 (ADBA), 12 (BAFA), 13 (BDBA), 14 (AABD) e 15 (BAAD) em

Caraguatatuba]. Nas localidades onde ocorre mais de um haplétipo, sempre um € o0 mais
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freqiiente (AABA= Ad, Amp e Ca ¢ ABBA = Bo), sugerindo que estes haplStipos estejam
se fixando e/ou correspondam a haplétipos das populagdes locais.

Entretanto na localidade de Caraguatatuba, foi observada uma alta variabilidade e
heterogeneidade de hapldtipos entre as amostras coletadas durante o verdo (13 haplétipos)
e outono (8 haplétipos).

O grande nimero de hapl6tipos € a heterogeneidade na distribuigdo dos mesmos
observados nesta localidade, nos leva as seguintes interpretacGes; a) diferentes linhagens
maternas estdo contribuindo para a manutengio da populacao local; b) redu¢io da populagio
devido a disponibilidade de hospedeiro e¢/ou mudangas climdticas entre o outono e 0 verio;
c) migracdo de moscas, via v6o, de uma localidade para outra e/ou migracdo "passiva" via
transporte de animais com miiase de uma regido para outra.

Foi verificado através da andlise de 225 individuos, que a freqiiéncia dos 14
haplétipos observados em Caraguatatuba variam, sendo trés, 1 (BAAA), 2 (AABA) e 11
(BABA), os mais freqiientes. Além disso, nove destes 14 hapldtipos foram observados em
mais do que uma localidade e apareceram apenas em poucos individuos, em Caraguatatuba.
Estes resultados sugerem que, o alto polimorfismo observado deve corresponder a migragio
ou introdugio de fémeas de outras localidades para Caraguatatuba.

Associado a esta interpretagdo, estd o fato de que as coletas em Caraguatatuba foram
realizadas em uma fazenda de criacdo e engorda, que apresenta um grande fluxo de gado
especialmente durante determinadas épocas do ano (entre verdo € outono) para engorda e
posterior comercializagdo. Segundo registros da Fazenda Serramar, onde foram obtidas as

amostras de C. hominivorax, esta comercializagio envolve animais (gado vacum),
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provenientes de fazendas localizadas na regido Centro-Oeste € Sudeste do Brasil.

Esta situagio pode possivelmente ser a causa de introdugdes periédicas de fémeas com
diferentes haplétipos mitocondriais oriundas de outras localidades e regides do Brasil, como
é sugerido por Azeredo Espin (1993), e Azeredo Espin et al, (submetido para
publica¢do). Uma vez que, em ambas as amostras coletadas nesta localidade (Ca-2 e Ca-
4) apresentam como hapl6tipos predominantes o 1 (BAAA)e o 2 (AABA), pode-se
sugerir que estes sejam os representantes da populagdo local. Segundo Krafsur ez al. (1979),
a distribvicio de C. hominivorax € altamente agregada e segue uma distribuigdo
localizada quando hd disponibilidade de hospedeiro e condicbes climdticas favordveis. No
entanto, a interferéhcia humana na comercializag¢do de animais domésticos, contribue para
que C.hominivorax seja considerada uma espécie colonizadora. Evidéncias experimentais
demonstram a capacidade migratéria de C.hominivorax especialmente de fémeas adultas,
porém somente em pequenas distdncias, especialmente associado a escassez de hospedeiro
e condi¢des climdticas adversas.

Para explicar a alta variabilidade no DNAmt de C.hominivorax em Caraguatatuba,
os resultados indicam que, a interpretagdo mais provdvel € a de migragdo via transporte de
animais infestados de outras regides do Brasil para esta localidade, especialmente em
determinadas épocas do ano. Os resultados obtidos anteriormente (Azeredo Espin, 1987)
através da andlise morfométrica em duas amostras de Caraguatatuba indicaram similaridade
com populagdes de outras localidades do Estado de Sdo Paulo e regido Centro-Oeste (Mato
Grosso), mas puderam ser discriminadas de populacdes de outras regides do Sudeste, como

também do Nordeste ¢ Sul do Brasil. Porém, somente uma andlise mais detalhada,
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envolvendo um maior mimero de amostras e o estabelecimento de transectos inter regides,
além da andlise de outros pardmetros bioldgicos, poderd elucidar melhor esta interpretagio.

Em contraste com a alta variabilidade verificada em Caraguatatuba, as amostras de
Adamantina e Amparo apresentaram apenas 3 hapldtipos cada uma, sendo o haplétipo 2
(AABA) o mais freqiiente em ambas as populagdes de C. MMnivord, 0 que sugere que este
seja o hapl6tipo local em ambas as populagdes.

Exceto para Botucatu, os hapl6tipos unicos observados em Amparo e Adamantina
ocorrem também em Caraguatatuba.

Dentro das 5 categorias tedricas para filogenias intraespecificas descritas na revisdo
de Avise et al. (1987), associando-se o grau de divergéncia dos genétipos mitocondriais entre
diferentes populagdes, nds sugerimos que as populacdes de C.hominivorax analisadas neste
trabalho, exceto para a localidade de_ Caraguatatuba, estejam incluidas na IV categoria. Nessa
categoria, os individuos apresentam um padrdo de divergéncia genética com uma ampla
distribuicdo geogrdfica, isto €, os haplétipos mitocondriais parecem ndo estar
geograficamente localizados devido a uma interagao recente através de auséncia de barreiras
geogrdficas interlocalidades. Porém, a populagZo de Caraguatatuba poderia estar incluida em
outra categoria, denominada categoria II (descontinuidade genética no DNAmt ndo associada
com separagdo geogrdfica). Roerhdanz (1989), inclui nesta mesma categoria as populagdes
de C.hominivorax que foram analisadas na América do Norte, especialmente a colegdo de
Chetumal no México. Esta categoria, segundo Avise et al. (1987), pode ocorrer quando hd
um contato entre populagdes de localidades e haplétipos diferentes. Para a localidade de

Caraguatatuba, esta interpretacdo parece ser mais provdvel do que a possibilidade de uma
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grande divergéncia de uma populagio local.

Os valores obtidos no mimero de sub_stituigﬁes nucleotidicas por sftio (6), 0 qual é
uma estimativa da diversidade da sequéncia () do genoma mitocondrial de C.hominivorax,
indicaram valores mais altos que os obtidos para populactes desta espécie provenientes do
México ¢ América Central (Roehrdanz & Johnson, 1988). Nestas duas localidades o (6)
variou de 0.001 a 0.027, com uma média de 6=0.011. Porém, para as populag¢des analisadas
neste estudo ovalor de 4, variou de 0.006 até 0.065 com um valor médio de 0.024 .

Os valores obtidos para F nestas populagdes variaram de 0.690 a 0.980, com um
valor médio de F = 0.870, enquanto que para as populages brasileiras, variou de 0.565 a
0.921, com um valor médio de F = 0.809. Estes dados divergentes, sugerem uma possivel
subdivisdo das populagOes de C.hominivorax analisadas ao longo de sﬁa ampla distribuigio
geogrdfica. Neste aspecto, € import;mte destacar que as andlises do DNAmt da populagdo de
C.hominivorax que foi introduzida na Libia, ndo revelou novos padrées mitocondriais para
as enzimas testadas com relagdo aos observados nas populagdes, até o momento analisadas
no Brasil, México e América Central. Entretanto, um novo hapldtipo mitocondrial foi
descrito para esta populagio, e que ndo corresponde a nenhum dos que foram observados nas
populagOes brasileiras analisadas e também nas da América Central e México. Esta
observagio sugere que a origem da amostra de C.hominivorax que foi introduzida na Libia,
permanece ainda desconhecida.

Os dois hapl6tipos mais comuns observados em todas as localidades analisadas
(genétipos 1 e 2), apresentam um valor de divergéncia de seqiiéncia de 6 = 0.025. O

terceiro haplétipo mais fregiiente 11(BABA) difere desses dois (1 e2)em é = 0.012e 6 =
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0.009 respectivamenté e por uma (1) mudanga de sitio de restricio de cada um desses
hapldtipos mitocondriais. Estes resultados nos permite interpretar a estrutura do cladograma
obtido a partir da matriz de presenca/auséncia de sftio de restrigdo. Através desta andlise, €
possfvel inferir a origem do haplétipo 11 a partir do haplétipo 2, e sugerir que os hapl6tipos
1 e 2 correspondem a duas linhagens maternas diferentes que contribufram para originar estas
populacdes de C.hominivorax.

O maior mimero de substituicdes nucleotidicas 6 = 0.065, foi observada entre os
haplétipos 13 (BDBA) e 8 (AADA). O alto valor obtido para é foi devido a grande
divergéncia entre os padrdes das enzimas Haelll (B e A), HindIll (D e A) e Mspl (B e D).

A matriz de presenga/auséncia de sitio de restricdo, revelou que dois pares de
haplétipos [4 (ABBA) e 14 (AABD)] e os haplétipos [6 (BADA) e 1 (BAAA)], se
relacionam entre si por duas mudangas de sitio de restri¢do, apresentando valores para a
divergéncia da seqiiéncia de 6 = 0.013 e § = 0.006 respectivamente. Estes valores e as
localidades onde foram encontrados (Caraguatatuba e Botucatu), sugere que devem existir
haplétipos intermedidrios entre estes e que ndo foram detectados nas amostras analisadas.

Os resultados da diversidade de seqiiéncia nucleotidica obtidos neste trabalho, se
enquadram aos valores estimados para diferenciagdo intraespecffica de seqii€éncia em outras
espécies de animais, localizando-se em um intervalo de § = 0.004 (0.4%) até 6 = 0.04 (4%)
(ref. em Roerhdanz & Johnson, 1988). Valores acima de 6 = 4%, foram obtidos para
algumas espécies de dipteros: Drosophila sp 6 = 4.9% (De Salle et al. 1986), Glossina

morsitans 6 = 11.1% (Trick & Dover, 1984).
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O valor da divergéncia de sequéncia nucleotfdica (6 = 2.4%) obtido para as
populagdes de C.hominivorax do Estado de Sio Paulo analisadas, tem importantes
implicagdes para a genética de populacdes desta espécie. Na literatura, a maioria dos
exemplos sobre alta variabilidade intraespecifica do DNAmt estio associados com diferengas
entre bi6tipos, ragas ou subespécies (Chapco et al. 1992). Por exemplo em Drosophila
simulans o valor de 6 = 1.97% € atribufdo a diferengas entre trés ragas citoplasmdticas
isoladas espacialmente (Baba-Aisa er al. 1988).

Em C. hominivorax o valor da divergéncia da seqiiéncia nucleotidica 6 = 2.5% entre
populagdes da Itha de Jamaica e populagles continentais (México e Estados Unidos) indica
que, estas populagOes comegaram sua divergéncia a pelo menos 1 milhdo de anos atrds. Em
contraste, as populagBes continentais apresentam uma baixa variabilidade (6 = 1.1%)
atribufda a um provdvel afunilamento da populacdo (Roehrdanz & Johnson, 1988). Os
autores sugerem neste trabalho que, uma vez que C. hominivorax € encontrada nas dreas
tropicais € sub-tropicais da América Central ¢ da América do Sul, € provdvel que a
populagao de C.hominivorax da Jamaica, tenha sido colonizada por moscas provenientes da
América do Sul, e que provavelmente estas populacdes estejam mais estreitamente
relacionadas.

Comparando-se os padrdes de restri¢3o obtidos para as amostras da Jamaica com o0s
das populacoes brasileiras, foi verificado 0 mesmo padrdo para 3 enzimas; Haelll (padrao
B), Hindlll (padrdo D) e Mspl (padraoB) além dos mesmos padrdes para as enzimas que ndo

foram varidveis; EcoRI, EcoRV, Psti, Sstl, Xbal, Xhol e Sau96I.
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Embora o haplétipo BDB, ndo tenha sido observado nas populagdes brasileiras que
foram analisadas até o0 momento, a detecc@o destes padrdes indicam que a provdvel origem
das populagbes da Jamaica, seja de alguma regido da América do Sul. Somente uma
amostragem de um maior mimero de populagdes envolvendo inclusive amostras de outros
paises da América do Sul, poderd elucidar esta interpretacdo.

Em C.hominivorax, como em Drosophila melanogaster, em contraste com a alta
capacidade de dispersdo quer natural ou através de seus hospedeiros, a andlise conduzida
neste trabalho demonstrou uma divergéncia de sequéncia nucleotidica média de 6 = 0.024,
indicando que algumas das populaches analisadas sdo diferenciadas para variantes do
DNAmt. O cladograma obtido sugere que as populacdes de C.hominivorax analisadas se
originaram de uma \inica linhagem evolutiva (ﬁaplétipo 2). No entanto, a alta variabilidade
no DNAmt, como demonstrada pe]a distribuicdo e ocorréncia de um grande nimero de
haplétipos, nos leva a interpretar que nessa espécie, existem diferentes linhagens maternas
responsdveis pela manutencéo de populacoes locais. Estes resultados indicam ainda que,
populacoes de C. hominivorax apresentam-se subdivididas geograficamente em decorréncia
de um reduzido fluxo génico interpopulagtes. Essa interpretagdo € mais evidente quando se
compara os haplétipos obtidos para as populagdes de C. hominivorax amostradas da América
do Norte, América Central, Libia e Brasil. A abordagem utilizada neste trabalho, envolvendo
a andlise do DNAmt com endonucleases de restri¢do, demonstrou ser muito eficiente para
a obtencdo de marcadores genéticos, a nfvel molecular, capazes de caracterizar a
variabilidade genética, como também eventos evolutivos recentes tais como introdugdes e

fluxo génico interpopulacOes desta importante praga da pecudria.
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VI. CONCLUSOES

1. Nos testes empregando as diferentes fases do desenvolvimento de Cochliomyia
hominivorax para a andlise do DNAmt, foi verificado que a melhor fase para realizar

extragdes do DNAmt € a fase de pupa.

2. Nos experimentos de clonagem, verificou-se que a utilizagdo do vetor pPGEM3Z foi mais
eficiente para a clonagem do DNA mitocondrial de Cochliomyia hominivorax do que o vetor

Bluescript SK (M13-).

3. A clonagem do DNAmt no vetor pGEM3Z permitiu a otimizagdo da produgdo de sondas
a serem empregadas nos testes de hibridiza¢ao. Esta clonagem possibilitou a construgdo de

um banco gendmico para posterior andlise de genes especificos do genoma mitocondrial.

4. Dentre as 15 endonucleases de restri¢do utilizadas para a andlise do DNAmt em quatro
populagdes de C. hominivorax amostradas do Estado de Sao Paulo, foi verificado que quatro
(Haelll, HindIll, Mspl e Pvull) foram marcadoras para detectar variabilidade. Baseado nos
padroes de restrigdio obtidos para estas enzimas, foram caracterizados 15 hapl6tipos
mitocondriais. Este método demonstrou ser muito eficiente para a obtengdo de marcadores

genéticos para caracterizar eventos evolutivos recentes tais como, introdugdes e fluxo génico

interpopulagdes desta espécie.
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5. A grande variabilidade do DNAmt de C.hominivorax apresentada nas amostras de
Caraguatatuba em relagdo as outras trés amostras, ¢ muito provdvel ser devido a constante

introdugdo de gado infestado de outras regides do pafs para esta localidade.

6. O cladograma utilizando o critério de parciménia, indicou que os 15 hapl6tipos
mitocondriais estdo associados por eventos de perdas e/ou ganhos de sftios de restrigdo.
Baseado no cladograma obtido, o haplétipo 2 (AABA) € o provdvel candidato a haplétipo
ancestral entre as populac¢tes de C. hominivorax analisadas devido a sua ampla distribuigio,
alta frequéncia e ocupar uma posi¢do central relacionando-se a seis outros haplétipos

mitocondriais.

7. O cladograma obtido sugere que as populacdes de C. hominivorax analisadas se
originaram de uma unica linhagem evolutiva e que, devido a um reduzido fluxo génico,
como demonstrado pela distribuigdo € ocorréncia de um grande mimero de haplétipos,
apresentam subdivisdo geogrdfica. Esta interpretacdo € ainda mais evidente quando se
compara os resultados obtidos para 0 DNAmt de populacdes desta espécie da América do

Norte, Central e as amostras brasileiras analisadas neste trabalho.

8. Entre os 15 hapldtipos mitocondriais, os valores obtidos para divergéncia de sequéncia de
nucleotideos (6) variou de 0.006 a 0.065 e a proporcdo de fragmentos comuns (F) variou de
0.565 a 0.921. Estes valores foram diferentes dos obtidos para populagdes de C. hominivorax

da América do Norte e América Central (6= 0.001 - 0.027 e F= 0.690 - 0.980 ).
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9. Entre os 15 haplétipos mitocondriais, os valores obtidos para divergéncia de sequéncia de
nucleotideos () variou de 0.006 a 0.065 e a proporgao de fragmentos comuns (F) variou de

0.565 a 0.921. Estes valores foram diferentes dos obtidos para populagdes de C. hominivorax
da América do Norte e América Central (6= 0.001 - 0.027 ¢ F= 0.690 - 0.980 ).

10. A ocorréncia de heteroplasmia para o DNAmt, foi detectada em alguns individuos da
populacdo de Caraguatatuba (padrdo "D" de Pwull). A causa provdvel da heteroplasmia
parece ser devido a adi¢do ou delecdo de pequenos fragmentos. Porém, para confirmar esta
interpretacdo, andlises envolvendo mapeamento e sequenciamento do DNAmt necessitam ser

conduzidas.

11. Baseado na similaridade dos padrdes obtidos para as enzimas testadas em C. hominivorax
da Itha da Jamaica e das populagdes brasileiras analisadas, sugere-se que a provdvel origem

da populagdo desta ilha, seja de alguma regido da América do Sul.

12. Ao lado da capacidade de dispersdo de C. hominivorax quer natural ou através de seus
hospedeiros, a andlise conduzida neste trabalho tem demonstrado que, algumas das

populagdes analisadas, podem ser diferenciadas para variantes do DNAmt.

13. Os resultados obtidos demonstraram que, a andlise do DNAmt com endonucleases de
restri¢do, € um método eficiente para obten¢do de marcadores genéticos, a nivel molecular,
para caracterizagio da variabilidade e estrutura genética de populagdes desta importante praga

da pecudria.
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RESUMO.

Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858), (Diptera:Calliphoridae), conhecida pelo
nome de "mosca da bicheira", € considerada no Brasil,uma das principais moscas causadoras
de mifases em vertebrados vivos silvestres e especialmente domésticos. Esta espécie € um
ectoparasita de grande importancia econ0mica, pelos graves prejuizos que causa a pecudria.

Apresenta uma ampla distribuicdo geogrdfica na regido Neotropical, sendo que
recentemente (1988), foi registrada pela primeira vez na Africa do Norte (Libia).

Por ser uma espécie praga com alta capacidade adaptativa, manifestada pela:- grande
nimero de hospedeiros;- ampla distribuigdo geogrdfica;- habilidade em se adaptar a novos
ambientes, uma das questdes importantes a ser analisada, € a extensdo da variabilidade
genética em populagdes naturais.

Ao nivel molecular, estudos em vdrios grupos animais tem demonstrado que a andlise
do DNA mitocondrial com endonucleases de restricao é um método eficiente para se obter
marcadores genéticos, e informagdes sobre estrutura genética de populagdes, devido a
caracteristicas tais como: heranga predominantemente materna, auséncia de recombinagdo e
alta taxa de muta¢do em determinadas regiGes da molécula.

Neste trabalho, a andlise da variabilidade genética do DNA mitocondrial com
endonucleases de restricdo foi conduzida em quatro amostras de populacoes de C.
hominivorax do Estado de Sao Paulo, com o objetivo de analisar a variabilidade genética
inter e intra populagdes.

Através da andlise do DNAmt com 15 endonucleases de restrigio em 405 individuos

foi verificado que quatro endonucleases de restrigio (Haelll, HindlIl, Mspl e Pvull) foram
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eficiéncia com o vetor pPGM3Z.

Através da andlise do DNAmt com 15 endonucleases de restrigdo em 405 individuos
foi verificado que quatro endonucleases de restricdo (Haelll, HindlIll, Mspl e Pvull) foram
marcadoras para detectar a variabilidade no DNAmt nas amostras de populagdes analisadas
neste trabaltho. A ocorréncia de heteroplasmia para o DNAmt, foi detectada apenas em
amostras da populagdo de Caraguatatuba, sendo a causa atribuida a uma provdvel adi¢io ou
delecdo. O cdlculo da sequéncia de divergéncia nucleotidica entre os hapldtipos (), variou
em um intervalo de §=0.006 a 6= 0.065, tendo sido obtido um valor médio de §=0.024,
indicando que algumas das populagdes analisadas sdo diferenciadas para variantes do
DNAmt.

O cladograma obtido, sugere que as populagdes de C. hominivorax analisadas se
originaram de uma unica linhagem evolutiva (haplétipo 2). Porém, a alta variabilidade no
DNAmt, como demonstrada pela distribuicdo e ocorréncia de um grande mimero de
haplétipos, nos leva a interpretar que, nesta espécie, existem também diferentes linhagens
maternas responsdveis pela manutencao de populagdes locais. Estes resultados sugerem ainda
que, algumas das populagdes desta espécie estdo relacionadas por um reduzido fluxo génico,
provavelmente por isolamento pela distancia, porém, com alguma dispersdo via hospedeiro.
Essa interpretacio € mais evidente quando se compara os resultados obtidos para as
populacoes de C. hominivorax das Américas, Central e do Norte, Libia e Brasil.

Os resultados obtidos neste trabalho, forneceram importantes dados complementares

aos jd existentes sobre a biologia de C. hominivorax e além disso, abriram novas perspectivas

de estudo desta importante praga da pecudria.
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SUMMARY

The primary screwworm fly, Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858), causes
invasive myiasis in warm blood vertebrates, particularly livestock, in South, Central and
North_America. Human myiasis has been extensively reported in South America.

The historical geographic distribution of C.hominivorax in the New World extends
from Southern U.S to Argentina. The present continental distribution of this fly is entirely
Neotropical because of the eradication from the Neartic region. Recently, screwworm flies
from the New World was recorded outside the American continent for the first time infesting
wounds in livestock animals in Lybia (North Africa).

In Brazil, the screwworm fly is one of the most devasting insect pest as it infest open
wound of man and warm blooded vertebrates, causing severe myiasis, and great profit losses
for cattle breeders.

The basic knowledge of the genetic variability and evolution within a species is a
necessary information to understand the structure and evolution of populations. In the case
of insect populations, a genetic marker that is ideally suited to address these and related
issues is mitochondrial DNA (mtDNA). Owing to features such as almost strictly maternal
mode of inheritance, non recombinational transmission and rapid rate of sequence evolution,
is the molecule of choice both, for studies of intraspecific sequence divergence and for
constructing gene trees within and among species.

In this study, the restriction site analysis of mitochondrial DNA and the estimate
nucleotide sequence divergence in mtDNA of four geographic populations of C. hominivorax

from S3o Paulo State (Brazil), is presented to examine the genetic variability and to provide
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a basis to understand the population structure of C.hominivorax.

The survey revealed that four (Haelll, Hindlll, Mspl and Pvull) out of fifteen
enzymes used were suitable to detect mtDNA variation among all populations. Based on the
fragment patterns obtained for these four enzyme, a total of fifteen haplotypes in combination
were detected among the 405 individuals representing four locations.

Estimates of mtDNA sequence divergence (8) between haplotypes ranged from 6=
0.006 to 0.065 (with an average of 6= 0.024) suggest local differentiation of mtDNA in
some populations. A cladistic analysis of the geographical distribution among the observed
haplotypes suggest that the sampled populations belongs to a single evolutionary lineage with
populations interconnected by reduced gene flow.

Taken as a whole, in spite of the dispersal capacity of C.hominivorax and the
movement of livestock among regions, the analysis conducted in Brazil, North and Central
Americas demonstrated that this species are structured with respect to mtDNA variation at

a geographic level.
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