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Re sum o  

Este trabalho consiste na construção de uma biblioteca genômica enriquecida 

em microssatélites e na caracterização de dez locos polimórficos para a espécie 

Haem atobia irritans irritans (Diptera: Muscidae), popularmente conhecida como 

mosca-dos-chifres, um ectoparasita de grande importância econômica para a 

pecuária de diversos países, principalmente no Brasil. 

A biblioteca genômica enriquecida em microssatélites teve um rendimento de 

67% considerando-se o número de microsatélites (contendo mais de 7 repetições 

em série) caracterizados em um total de 109 sequências analisadas. Um 

rendimento de 22% foi encontrado referente à obtenção de 16 locos potencialmente 

informativos. Dos microssatélites identificados nesta análise, 85% possuíam 

motivos (CA)n e apenas 12% apresentaram motivos (GA)n, apesar da biblioteca ter 

sido enriquecida para ambos os motivos.  

Neste projeto, dez locos polimórficos de microssatélites foram descritos para 

a espécie H. irritans. Destes, oito locos apresentaram motivos dinucleotídeos, 

sendo cinco motivos (CA)n e três motivos (GA)n, além da identificação de um loco 

com motivo trinucleotídeo (CAA)7 e um tetranucleotídeo (CCGT)6.  

Entre os dez locos polimórficos, o número de alelos por loco variou entre dois 

e oito, tendo uma média de quatro alelos por loco, considerados um número baixo 

quando comparado com outras espécies de dípteros. As heterozigosidades esperada 

e observada apresentaram um intervalo de 0 ,1421-0 ,7702 e 0 ,1500-0 ,6750 , 

respectivamente. Os valores de heterozigosidade também foram considerados 

baixos, sendo inferiores a 0 ,5 em pelo menos três locos. Após correção seqüencial 

de Bonferroni, oito locos não apresentaram desvios significativos pelo esperado por 
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Hardy-Weinberg, bem como não foi verificado desequilíbrio de ligação entre os 

pares de locos.   

A caracterização destes marcadores microssatélites polimórficos, é 

potencialmente informativa para elucidar questões evolutivas envolvendo H. 

irritans como a compreensão da dinâmica populacional e estrutura genética desta 

espécie. A análise deste marcador molecular poderá orientar projetos de manejo e 

controle da mosca-dos-chifres.  
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Abstract  

The aim of this work was the construction of a genomic microsatellite-

enriched library for the species Haem atobia irritans irritans (Diptera: Muscidae), 

commonly known as “horn fly”, an ectoparasite of great economic importance 

world-wide, and particularly in Brazil. Here we describe ten polymorphic 

microsatellite loci isolated from this species. 

From a complete set of 109 sequences analised, 67% contained microsatellites 

regions (considering sequences with more than 7 repeats). The analysis of these 

sequences resulted in the identification of 16 potentially informative microsatellites 

loci (an efficience of 22%). Regarding the composition of the microsatellites 

sequenced retrived in this process, 85% have (CA)n motifs and only 12% have (GA)n 

motifs, despite enrichment on both. 

From the ten polymorphic microsatellite loci isolated from H. irritans, 8  have 

dinucleotide motifs (5 (CA)n and 3 (GA)n), one was a trinucleotide motif (CAA)7 and 

one was a tetranucleotide motif (CCGT)6. The number of alleles per locus ranged 

from two to eight, with an average of four alleles per locus. This number of alleles 

was considered low if compared with other dipterans studies. The expected and 

observed heterozigosities ranged from 0 ,1421 to 0 ,7702 and  0 ,1500  to 0 ,6750 , 

respectively. Heterozigosity values were considered low. In this analysis, at least 

three loci presented heterozigosity values under 0 ,5. After sequential Bonferroni 

correction, significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium was found for 2 

loci. No linkage disequilibrium was observed between pairs of loci after correction 

for multiple tests.  
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The characterization of these polymorphic microsatellites markers is 

potentially informative to investigate evolutionary questions regarding H. irritans 

populations by providing fundamental insights into population dynamics and 

genetic structure. Further projects on horn flies control and management could 

also benefit from this molecular marker analysis.  
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In tro dução  

A m o sca-do s -ch ifre s  

Im p o r t â n cia  n o  cen á r io  eco n ô m ico  b r a s ile ir o  

O Brasil é o país com maior rebanho bovino comercial, com uma estimativa 

de aproximadamente 207,2 milhões de cabeças de gado (dados Produção da 

Pecuária Municipal –  PPM –  2005). Na figura 1, temos a participação do Brasil no 

mercado internacional, que apresenta uma crescente quantidade de carne 

exportada entre 1990  e 2005 e o seu faturamento em milhões de dólares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Gráfico da evolução das exportações brasileiras de carne em 15 anos –  de 1990 até 2005. 
(Dados da ABIEC, relatório 2005).  mil ton eq. carcaça = em mil toneladas em equivalente carcaça 
(peso total da carcaça). 

Nesse contexto, a preocupação com a questão médico-veterinária dos animais 

é estratégica. Entre as espécies que parasitam o gado, e que vêm causando grande 

impacto na produção de carne, leite e couro, destaca-se a espécie Haem atobia 

irritans irritans (Diptera: Muscidae), conhecida como mosca-dos-chifres, 
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considerada um dos ectoparasitas mais importantes da pecuária (Byford et 

al.,1992).  

Ca r a ct er ís t ica s  b io ló g ica s  d a  m o s ca -d o s -ch ifr es  

Este pequeno díptero, cujo tamanho varia de 3 a 5 mm, tem um ciclo de vida 

rápido, que pode ser observado na figura 2. O indivíduo de H. irritans passa toda 

sua vida adulta, que compreende de três a sete semanas, sobre o gado, em 

constante atividade hematófaga. A fêmea apenas deixa o animal para ovipositar em 

fezes frescas do próprio gado (Honer et al., 1993). O número médio de ovos por 

postura é em torno de 10  e 15, sendo que, ao longo de seu ciclo, cada fêmea pode 

colocar um total de 300  a 400  ovos. Em condições ótimas de temperatura e 

umidade no bolo fecal, as larvas eclodem em 24h e se alimentam nas fezes do 

bovino. Após três dias, as larvas se transformam em pupa. Em seis dias, um 

indivíduo adulto emerge e passa a parasitar o gado constantemente (Campbell & 

Thomas, 1992).  

O ciclo-de-vida da mosca-dos-chifres é dependente de fatores climáticos. 

Períodos de alta infestação seguem um padrão geral caracterizado por altas 

temperaturas e chuvas moderadas, tendo picos no início e no fim do período das 

águas. A população da mosca-dos-chifres decresce nas épocas de seca, baixas 

temperaturas ou nos períodos prolongados de chuvas (Barros, 2001). Nos períodos 

de condições desfavoráveis ao seu desenvolvimento e reprodução –  como período 

de baixas temperaturas, principalmente em países de clima temperado - a mosca 

pode entrar em diapausa (Mendes & Linhares, 1999). 
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   Figura 2 .  Ciclo-de-vida da mosca-dos-chifres.  

Os danos causados por esta espécie vêm do seu hábito hematófago e pela 

constante infestação, pois pode se alimentar do sangue do animal até 38 vezes em 

um mesmo dia (Harris et al., 1974; Honer, 1990). Em períodos de alta infestação, 

pode-se observar até 500  moscas por animal.  

A irritação causada pela picada das moscas compromete a alimentação e a 

digestão no animal parasitado, diminuindo a sua produtividade. Prejuízos 

econômicos ocorrem em virtude das conseqüências do estresse, como o 

comprometimento no ganho de peso, diminuição da produção leiteira e danos 

associados à perfuração do couro animal, o que causa a depreciação deste devido à 

baixa qualidade para industrialização (Byford et al., 1992; Honer, 1990).  

Dis t r ib u içã o  g eo g r á fica  d a  M o s ca -d o s -ch ifr es  

A mosca-dos-chifres, atualmente, apresenta ampla distribuição geográfica, 

abrangendo a Europa, Ásia, África setentrional e toda América até as regiões 
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centrais da Argentina (Guglielmone et al., 1997). No sul da Ásia, ilhas do Pacífico e 

Oceania há o registro da ocorrência de uma subespécie, H. irritans exigua  (De 

Meijere), a mosca-dos-búfalos.  

Apesar do impacto desta espécie como ectoparasita da pecuária, pouco se 

conhece sobre o processo de introdução de H. irritans e seu estabelecimento em 

diferentes regiões do Brasil. Especula-se que esta espécie tenha sido introduzida 

em 1885 (Riley, 1889) no leste dos Estados Unidos a partir de embarcações 

provenientes da Europa. Sugere-se que ela tenha se dispersado ao longo do 

continente Americano, e ingressado no América do Sul pela Colômbia. Foi 

primeiramente descrita no norte do Brasil, em Roraima, no ano 1978 (Valério & 

Guimarães, 1983) e se dissipou pelo país rapidamente, bem como por quase todo o 

continente sul-americano, devido, principalmente, aos climas tropical e subtropical 

favoráveis ao seu ciclo e à presença abundante de hospedeiros (Mendes & Linhares, 

1999).  

Além disso, é conhecida a ocorrência de outros pontos de introdução de 

rebanhos de gado na América durante os diversos processos de colonização 

européia. O intenso fluxo de animais entre colônias espanholas na América (Rouse, 

1977) poderia ter contribuído no processo de introdução desta espécie. Esta 

questão pode ser investigada através da análise da variabilidade genética de H. 

irritans associada a registros históricos de movimentos colonizadores. Neste 

aspecto a caracterização de marcadores moleculares informativos é fundamental.  

Co n t ext o  d a  in v es t ig a çã o  cien t ífica  d a  m o s ca -d o s -ch ifr es  

Dados atuais (agosto, 2007) sobre estudos moleculares em H. irritans, 

obtidos através de um levantamento no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), revelam 
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que existem aproximadamente 313 registros para seqüências nucleotídicas desta 

espécie, mas nenhum relacionado à determinação de microssatélites. De modo 

geral, estes registros descrevem seqüências relativas à estrutura do genoma 

mitocondrial, transposases, pseudogenes e rRNAs nucleares; além de regiões 

gênicas vinculadas à codificação e regulação das esterases.  

Os registros sobre H. irritans encontrados no PubMed descrevem 177 artigos, 

tratando principalmente da seleção de resistência a inseticidas, métodos de 

controle, características do ciclo biológico e metodologias para otimizar a criação 

desta espécie em laboratório. Com relação a estudos de marcadores moleculares, 

estes têm contribuído pouco para o acesso da variabilidade genética desta espécie. 

A análise preliminar de RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism) do 

genoma mitocondrial de cinco populações brasileiras, incluindo amostras do 

Uruguai, não detectou polimorfismos (Sofia Galdames, comunicação pessoal). 

Porém, o uso de marcadores RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”) em 

H. irritans (Castiglione & Bicudo, 2005) sugere estruturação genética de algumas 

populações brasileiras da mosca-dos-chifres. Divergências entre marcadores 

moleculares diferentes promovem a busca por outros marcadores que possuam 

maior poder de resolução para detectar variabilidade genética nesta espécie e que 

sejam informativos na caracterização de processos evolutivos associados a H. 

irritans. Marcadores que detectam muita variabilidade genética geralmente são 

pouco informativos para elucidar questões evolutivas muito antigas, entretanto, 

podem contribuir na análise de processos históricos recentes pela análise da 

estrutura genética de populações desta espécie.  
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A figura 3 ilustra o contexto atual com relação à caracterização de 

microssatélites em espécies de moscas de importância médico-veterinária, 

incluindo espécies da família Muscidae, Stom oxys calcitrans (Gilles et al., 2004), 

S. niger niger (Gilles et al., 2005) e Musca dom estica (Chakrabarti et al., 2004; 

Endsley et al., 2002). Outros parasitas da pecuária também estão representados, 

incluindo membros das famílias Calliphoridae, Scatophagidae e Glossinidae. Este 

cenário demonstra que os estudos envolvendo a caracterização de marcadores 

microssatélites são abordagens estratégicas com relação ao estudo de ectoparasitas 

e potencialmente informativos para detectar variabilidade genética nestas espécies.

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 3 .  Gráfico que representa o número de locos de microssatélites (eixo 
Y) identificados em nove espécies de dípteros de importância médico-
veterinária (eixo X): Stom oxys calcitrans (Gilles et al., 2004), Stom oxys 

niger niger (Gilles et al., 2005), Musca  dom estica (Chakrabarti et al., 2004; 
Endsley et al., 2002), Cochliom yia hom inivorax (Torres et al., 2004; Torres 
& Azeredo-Espin, 2005),  Lucilia illustris e Lucilia sericata (Florin & 
Gyllenstrand, 2002), Scatophaga stercoraria (Watts et al., 2005), Glossina 
m orsitans e Glossina palidipes (Ouma et al., 2003), Glossina palpalis 
(Solano et al., 1998).  
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 Devido às singularidades encontradas na biologia desta espécie e ao “status” 

adquirido como parasita da pecuária, H. irritans tornou-se um importante material 

de investigação científica tanto do ponto de vista acadêmico de pesquisa básica, 

como do ponto de vista aplicado da pecuária. O desenvolvimento de “primers” para 

acessar regiões de microssatélites no genoma de H. irritans e a caracterização de 

locos polimórficos poderá fornecer informações importantes para estudos de 

estrutura de populações e diversidade genética que poderão responder às questões 

acerca da introdução da espécie H. irritans na América do Sul e elucidar outros 

aspectos evolutivos da espécie.  

Marcado re s  Micro s saté lite s  

As primeiras seqüências repetitivas de DNA a serem descobertas no genoma 

de eucariotos foram chamados de DNA satélite ou VNTRs (“Variable Number of 

Tandem Repeats”) (J arne & Lagoda, 1996). Esta descoberta foi resultado da 

separação do DNA genômico em gradientes de densidade por ultracentrifugação, 

utilizando-se solução de Cloreto de Césio (CsCl2). Regiões com muitas repetições 

apresentam composição de bases distinta de regiões não-repetitivas, ou seja, 

apresentam conteúdo G+C que difere significativamente do restante do genoma. 

Tais seqüências altamente repetidas podem ser separadas do DNA principal pela 

diferença de coeficientes de sedimentação em um gradiente submetido a 

ultracentrifugação. Dessa forma, foi observado que, além da banda principal de 

DNA, havia bandas secundárias, que foram chamadas de DNA satélite. Locos de 

DNA satélite podem ser constituídos de até vários milhares de pares de base e estão 

presentes na heterocromatina, principalmente na região do centrômero (Tautz, 

1989; 1993).  
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Descobertas subseqüentes dividiram os então chamados VNTR em classes de 

acordo com seu tamanho: minissatélites e microssatélites. Os primeiros foram 

isolados em meados da década de 1980 , são regiões repetitivas menores que os 

DNA satélites e possuem mais de 15 unidades de repetição. J á os microssatélites, 

também chamados de “Simple Sequence Repeats” (SSRs) ou “Short Tandem 

Repeats”(STRs), foram isolados no final da mesma década e são regiões de DNA 

com mais de sete unidades de repetição, possuindo normalmente de 20  a 100  pares 

de base de comprimento, sendo constituídos de pequenos segmentos de até 6 

nucleotídeos repetidos in  tandem  (Murray, 1996).   

O polimorfismo entre diferentes alelos ocorre devido a variações no número 

de unidades repetidas geradas por mutações que, em microssatélites, ocorrem a 

uma taxa muito maior que a registrada em DNA não repetitivo.   

Os microssatélites podem ser classificados em três famílias: de repetições 

puras ou microssatélites perfeitos (por exemplo: CACACACACACACA); de repetições 

compostas, contendo mais de uma unidade repetida (exemplo: 

CACACACACACACAGAGAGAGAGAGAGA); e repetições interrompidas ou microssatélites 

imperfeitos (exemplo: CACACACACACACATATCACACACACA) (J arne & Lagoda, 1996; 

Chambers & MacAvoy, 2000). 

Microssatélites são chamados de di-, tri- ou tetranucleotídeos de acordo com 

o tipo de motivo repetido.  

Entre os motivos de repetições encontrados em regiões de microssatélites, os 

dinucleotídeos são os elementos mais amplamente utilizados em genética de 

populações por apresentar maior polimorfismo e serem mais abundantes no 

genoma de metazoários, o que os torna altamente informativos para análises de 
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variabilidade genética. De um modo geral, observa-se que, em insetos, há 

predomínio das repetições do tipo CA (Katti et al., 2001). Os motivos 

trinucleotídeos encontrados são freqüentemente inseridos em éxons devido à 

manutenção do quadro de leitura do gene apesar da ocorrência de mutações. Os 

motivos tetranucleotídeos mais comuns são elementos GATA e GACA, cuja 

densidade varia de acordo com a espécie analisada. Geralmente estas estruturas 

encontram-se como motivos interrompidos ou compostos (J arne & Lagoda, 1996). 

Comparando-se o genoma de animais e o de plantas, temos que a abundância neste 

é maior e os microssatélites mais freqüentes são mononucleotídeos (A)n, 

dinucleotídeos (AG) n, (AT) n e trinucleotídeos (TAT)n (Grover & Sharma, 2007; 

Lagercrantz et al., 1993; Morgante & Olivieri, 1993).  

Aces s o  a o  p o lim o r fis m o  d e  m icr o s s a t é lit es  

Os polimorfismos de microssatélites são identificados e analisados através de 

amplificação via PCR da região contendo o microssatélite, como pode ser 

observado na figura 4. Os sítios de hibridização dos “primers” (ou iniciadores) 

localizam-se nas regiões flanqueadoras da região-alvo. Em seguida, os produtos da 

amplificação são separados em eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 

(Parker et al., 1998) para identificação dos tamanhos dos alelos amplificados.  

Algumas características atribuem aos microssatélites vantagens sobre outros 

marcadores moleculares.  Dentre estas características podem ser destacadas; (1) os 

microssatélites são altamente polimórficos e específicos para um loco no genoma; 

(2) são tipicamente codominantes e multi-alélicos, com uma alta heterozigosidade 

esperada; (3) estão densamente distribuídos no genoma de eucariotos; (4) 
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necessidade de uma pequena quantidade de DNA-molde (10  a 100  ng) para as 

amplificações; (5) sua interpretação é relativamente simples, podendo ser 

analisados por uma reação de PCR, sendo que seus alelos podem ser determinados 

com alta precisão e reprodutibilidade; (6) em muitos casos apresenta 

transferibilidade. 

 

Figura 4 . Esquema do acesso in vitro de locos de microssatélites indicando (setas) os “primers” 
hibridizados nas regiões flanqueadoras (extremidades 5’) para amplificação do alelo. 

 

Estas características fazem dos microssatélites marcadores amplamente 

utilizados para determinar relações de parentesco, em investigações foreneses, 

estudos de mapeamento, diagnóstico de doenças genéticas, biologia da conservação 

e em genética de populações (J arne & Lagoda, 1996; Chambers & MacAvoy, 2000). 

A abundante e crescente utilização deste marcador em análises de 

variabilidade genética se deve ao elevado grau de polimorfismo comumente 

observado nos locos de microssatélites em populações naturais (J arne & Lagoda, 

1996). 

Pela abundância no genoma e altas taxas de mutação, um número suficiente 

de eventos mutacionais podem ser observados em populações divergentes em um 

curto período de tempo, favorecendo a análise de aspectos histórico-geográficos, 

como migração e mistura de populações diferentes.  

Mesmo com todas estas vantagens mencionadas, os microssatélites também 

apresentam algumas limitações, tais como; (1) O custo inicial de desenvolvimento 

de uma biblioteca genômica enriquecida em microssatélites e o tempo consumido 

CACACACACACACACACACACACACACACA

GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
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são altos; (2) Erros de genotipagem podem ocorrer e consistem, principalmente, na 

amplificação de bandas-fantasma (“stuttering patterns”), amplificação preferencial 

de alelos menores (“large alleles dropout”) e a ocorrência de alelos nulos; (3) A 

homoplasia pode vir a subestimar a divergência genética. 

Os erros de genotipagem podem ser causados pela identificação errônea da 

banda do microssatélite e diminuem a heterozigosidade observada, aumentando o 

nível de endocruzamento aparente nos locos afetados e desviando as freqüências 

alélicas e genotípicas. A deficiência de heterozigotos pode ser indício de erros de 

genotipagem que podem ser potencialmente detectados por ferramentas 

estatísticas (Paetkau, 2003), particularmente quando identificados em poucos 

locos (Gomes et al., 1999).  

As bandas-fantasmas são conseqüências de “slippage” da Taq polimerase 

durante as reações de amplificação in vitro e são bandas com tamanho geralmente 

menor que o tamanho original do alelo (J ones et al., 1997; van Oosterhout et al., 

2004). 

Os alelos nulos são resultado de mutações de ponto nas regiões flanqueadoras 

dos microssatélites complementares aos oligonucleotídeos sintéticos. Um dos 

alelos (ou ambos) não é amplificado por falha na etapa de hibridização dos primers. 

Uma das limitações destes marcadores se deve ao fato de não existir um 

modelo de mutação único e amplamente aceito, o que muita vezes gera 

controvérsias com relação à decisão sobre o modelo de mutação a ser adotado. 

No modelo mais aceito, a maioria das alterações em locos de microssatélites 

ocorre devido a erros de pareamento durante a replicação (Levinson & Gutman, 

1987; Hancock, 1990; e Strauss, 1999). 
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A replicação do DNA é um processo complexo, cuja fidelidade é dependente 

de alguns fatores: i) da DNA polimerase; ii) da ação das enzimas com atividade 

exonuclease, que removem bases mal pareadas inseridas erroneamente durante a 

replicação; iii) do sistema de reparo de pareamento errôneo, que é um reparo pós-

replicacional (do inglês “mismatch repair system”).  

O principal processo mutacional que pode ser responsável pelas altas taxas de 

polimorfismo encontradas em microssatélites é o deslizamento da DNA polimerase 

na replicação do DNA (do inglês “DNA replication slippage” ou simplesmente 

“slippage”) que pode ser observado na figura 5. 

Este tipo de mutação pode ser corrigido por mecanismos de reparo de bases 

pareadas erroneamente (“mismatch repair”), porém, a instabilidade dos 

microssatélites se deve à deficiência neste sistema de reparo, ou seja, há falhas no 

reconhecimento das mutações e sua correção.  

O processo se inicia quando, na replicação, a DNA polimerase se desliga do 

complexo de replicação, forçando a dissociação das duas fitas de DNA. Para 

reiniciar a replicação, as duas fitas devem ser re-associadas. Mutações são geradas 

quando a re-associação entre as cadeias é incorreta, resultando em uma ou mais 

repetições não pareadas. Este erro vai gerar uma diminuição ou aumento do 

comprimento dos microssatélites, dependendo da fita em que ocorrer as repetições 

não-pareadas. Deste modo, o erro pode levar a uma diminuição do comprimento 

dos microssatélites (quando as repetições não pareadas estão na fita-molde) ou a 

um aumento (quando as repetições não pareadas estão na fita nascente) (Figura 5). 
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Figura 5. Esquema representativo do modelo de “slippage” para a origem de novos alelos de 
microssatélites. Durante a replicação, ao passar por regiões repetitivas, a polimerase interrompe seu 
funcionamento e se dissocia da fita nascente. Como conseqüência a extremidade 3’ da fita nascente 
se separa da fita-molde (I-b e II-f). O realinhamento destas cadeias pode se dar corretamente, ou 
como é comum em regiões repetidas em série, pode se dar de forma incorreta de duas formas: i) A 
fita nascente (em azul) pode se re-hibridizar à fita complementar (em vermelho) de modo que forme 
uma alça (c) e, após, término da replicação, haja mais unidades de repetições (d). ii) Ainda, a fita 
nascente pode se ligar à fita molde sendo que nesta é formada uma alça (g) e resultar em uma 
diminuição do número de repetições (h) após a replicação. Esquema baseado em Ellegren (2004). 

Outro processo que pode explicar as taxas de mutação dos microssatélites 

seria a recombinação entre moléculas de DNA.  O “crossing-over” desigual ocorre 

entre moléculas de DNA desalinhadas durante a meiose, que gera a deleção de uma 

unidade repetida em uma molécula e sua inserção em outra. Tal processo seria 

mais comum em seqüências repetitivas longas e explicaria mudanças drásticas de 

variação de tamanho do alelo. Porém, este não é considerado o principal modelo de 

evolução dos microssatélites (Stephan & Cho, 1994).   

Kruglyak et al. (1998) sugeriram que a distribuição de microssatélites 

obedeceria a um balanço entre ocorrências de “slippage” e de mutações de ponto.  

Neste balanço, as mutações geradas por “slippage” ocorrem randomicamente, e a 

freqüência deste evento pode variar de acordo com o número de repetições no 
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motivo de determinado alelo, o tipo das repetições (di-, tri-, tetranucleotídeos) e 

sua composição nucleotídica. Assim, os alelos cresceriam em tamanho até que uma 

mutação de ponto interrompa uma seqüência perfeita e a transforme em dois 

microssatélites menores. A mutação de ponto seria o primeiro passo no processo de 

“morte” dos microssatélites por converter longas repetições em série em pequenas 

repetições curtas. Este balanço entre mutações de ponto e a ocorrência de 

“slippage” pode explicar os diferentes comprimentos de alelos e sua distribuição no 

genoma de muitos organismos.  

A abundância e o grau de polimorfismo encontrado em regiões de 

microssatélites variam consideravelmente de acordo com o táxon analisado 

(Zhang, 2004), mesmo considerando-se espécies próximas. O uso de “primers” 

heterólogos (desenvolvidos a partir de uma espécie e utilizados para amplificar 

microssatélites em outra espécie) é possível e comumente utilizado em alguns 

organismos como em bicho-da-seda (Prasad et al., 2005), Chrysocyon brachyurus 

e Cerdocyon thous (Rodrigues et al., 2006), Bison bonasus (Roth et al., 2006) e 

mosca-das-frutas do gênero Ceratitis (Baliraine et al., 2003), entre outras. Porém, 

“primers” heterólogos nem sempre são eficientes, pois os locos podem não ser 

amplificados ou, se amplificados, podem apresentar um único alelo, ou seja, não 

apresentam o mesmo grau de polimorfismo caracterizado na espécie focal. Isto 

pode ocorrer devido a variações nas regiões flanqueadoras dos microssatélites, que 

podem comprometer a etapa de hibridização dos “primers” durante o processo de 

amplificação. 



 19  

Us o  d o s  m a r ca d o r es  m icr o s s a t é lit es  em  d íp t er o s  

Entre dípteros, os microssatélites têm sido utilizados para estudos de genética 

de populações em várias espécies, entre elas, as mosca-das-frutas dos gêneros 

Drosophila  (Schiffer et al., 2007; Mirol et al., 2007; Schofl & Schlotterer, 2006; 

Schafer et al, 2006; Agis & Scholötterer, 2001; Noor et al., 2000 ; 2001) e Ceratitis 

(Meixner et al., 2002; Bonizzoni et al., 2002, 2000; Baliraine et al., 2004), Musca 

dom estica  (Krafsur et al., 2005) e em espécies-vetores de doenças, principalmente 

os mosquitos dos gêneros Culex (Venkatesan et al., 2007; Fonseca et al., 2004; 

2000), Anopheles (Slotman et al., 2007, Temu & Yan, 2005; Kayondo et al., 2005; 

Cohuet et al., 2004; Temu et al., 2004; Pinto et al., 2002; Norris et al., 2001; 

Donelly et al., 2001; Simard et al., 2000) e Aedes (Huber et al., 2002; Ravel et al., 

2002, 2001), assim como em moscas dos gêneros Glossina (Ouma et al., 2007, 

2006, 2003; Krafsur et al., 2002; Krafsur, 2002; Krafsur et al., 2001; Solano et al., 

2000) e Sim ulium  (Dumas et al., 1998). Além de inúmeros estudos associados à 

caracterização de “primers” de microssatélites como descrito para as espécies 

Stom oxys calcitrans (Gilles et al., 2004), Stom oxys niger niger (Gilles et al., 

2005), Musca dom estica (Chakrabarti et al., 2004; Endsley et al., 2002), 

Cochliom yia hom inivorax (Torres et al., 2004; Torres & Azeredo-Espin, 2005), 

Lucilia illustris e Lucilia sericata  (Florin & Gyllenstrand, 2002), Scatophaga 

stercoraria  (Watts et al., 2005), Glossina m orsitans e Glossina palidipes (Ouma et 

al., 2006, 2003), Glossina palpalis (Solano et al., 1998).  

Para H. irritans, apesar de sua grande importância econômica e veterinária 

nas Américas, poucos são os estudos genéticos conduzidos nesta espécie e nenhum 

envolvendo a caracterização e utilização de marcadores microssatélites.  
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Obje tivo s  

O objetivo geral deste projeto foi o isolamento e a caracterização de marcadores 

microssatélites polimórficos para H . irritans. 

Os objetivos específicos foram:  

- Construção de uma biblioteca enriquecida em microssatélites do genoma 

nuclear de H . irritans;  

- Identificação e seleção de “primers” específicos para as regiões 

flanqueadoras dos microssatélites; 

- Padronização de reações de PCR para amplificação dos locos de 

microssatélites; 

- Avaliação do potencial de polimorfismos dos locos isolados em H. irritans;  
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Me to do lo gia 

Am o stras  de  H ae m ato bia irritan s  

Para a construção da biblioteca de microssatélites, foram utilizados 10  

indivíduos adultos de H. irritans de cada localidade, sendo provenientes de coletas 

realizadas diretamente em animais infestados em Paso Muñoz/ Uruguai e 

Caraguatatuba/ SP/ Brasil. Estas amostras foram armazenados a -70°C no 

Laboratório de Genética Animal, UNICAMP.  

Para a padronização inicial das condições de amplificação foram utilizados 

três indivíduos, sendo dois de Candiba/ BA e um de Caraguatatuba/ SP.  

Para a avaliação de polimorfismos foram analisados 40  indivíduos de H. 

irritans, sendo 20  coletados em Candiba/ BA e 20  coletados em Caraguatatuba/ SP. 

O DNA genômico destas amostras foi extraído pelo método de fenol-clorofórmio 

(Infante-Vargas & Azeredo-Espin, 1995) adaptado para microcentrífuga.  

Extração  e  Dige s tão  do  DNA Ge n ô m ico  

O DNA genômico foi isolado a partir de 20  indivíduos adultos de H. irritans 

provenientes do Uruguai e de Caraguatatuba utilizando-se o kit “PuregeneTM DNA 

Purification System” (Gentra Systems), de acordo com instruções do fabricante. O 

DNA genômico foi quantificado em gel de agarose 0 ,8% tendo como padrão de peso 

molecular o marcador “  DNA/Hind III Fragments” (Invitrogen) e armazenado a -20°C.  

A obtenção da biblioteca genômica enriquecida em regiões microssatélites de 

repetições CA e CT foi realizada utilizando-se protocolos descritos por Billotte et al. 

(1999) adaptados por Torres & Azeredo-Espin (2005).  
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Após a extração do DNA foram feitas diluições das amostras nas proporções 

1:10  e 1:20  para a subseqüente visualização em gel de agarose 1%. Neste, foram 

aplicados 10  µL das diluições e, como padrão de peso molecular, foram aplicados 

250  ng e 125 ng de  “  DNA/ Hind III Fragments” (0 ,5 µg/ µL). Foi estimada uma 

concentração de 1 µg/ µL para a amostra de DNA de H. irritans. 

Num volume final de 100  µL com 4 mM de espermidina foram acrescentados 

6 µg do DNA, e 50  U da endonuclease de restrição RsaI. A incubação foi feita a 

37°C durante aproximadamente 16 horas (figura 6-B).  

Os fragmentos gerados (figura 6-C) foram visualizados em gel de agarose 1,2% 

após corrida a 60  V e corado com brometo de etídeo por 20  minutos.  

Ligação  de  Adaptado re s  

Num volume final de 50  µL foram adicionados 6 µL de DNA digerido, 4U de 

T4 DNA ligase, 0 ,4 µM de cada um dos adaptadores Rsa21 (5´  CTC TTG CTT ACG 

CGT GGA CTA 3´ ) e Rsa25 (5´  TAG TCC ACG CGT AAG CAA GAG 3´ ). Após 2h a 

20°C no termociclador, os adaptadores se ligaram às extremidades abruptas do 

DNA.  

 Pré -am plificação  do s  fragm e n to s  ligado s  ao s  adaptado re s  

Esses fragmentos ligados aos adaptadores foram, posteriormente, pré-

amplificados a fim de aumentar a quantidade de material e garantir que a ligação 

tenha ocorrido na etapa anterior. Esta amplificação foi realizada utilizando-se 5µL 

da ligação, 3U de Taq DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl2, 0 ,2 mM de dNTP e 0 ,4 

µM do adaptador Rsa21 como “primer”. O seguinte ciclo foi utilizado: 95°C por 4 
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min, seguido de 20  ciclos de 94°C por 30  s, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min, a 

extensão final foi de 72°C por 8 min. 

Após verificação da amplificação em gel de agarose, os produtos da pré-

amplificação foram purificados com o kit “Quiaquick PCR purification kit” 

(Quiagen), conforme instruções do fabricante. 

O processo de enriqueciemento foi realizado através da hibridização de 

oligonucleotídeos marcados com biotina complementares às seqüências repetitivas 

AG e AC. Nesta etapa foi utilizado o kit de esferas magnéticas “Strept Magne 

Sphere 0 ,6 mL” (Promega). As esferas magnéticas foram lavadas com solução SSC 

0 ,5X (“Standard Saline Citrate” - solução estoque 20X com composição 3 M Cloreto 

de sódio; 0 ,3 M Citrato de sódio).  

O DNA purificado foi diluído na proporção 1:5 e incubado a 95°C por 15 

minutos para promover sua desnaturação.  

O enriquecimento com as duas sondas complementares às seqüências 

repetitivas AG e AC (50  µM) previamente marcados com biotina, foram 

adicionados à solução de DNA ligado a adaptadores. Os fragmentos ligados às 

sondas marcadas com biotina foram recuperados através do uso das esferas 

magnetizadas recobertas com estreptavidina (“Streptavidin Magne Sphere” - 

Promega) que foram atraídas por um imã posicionado lateralmente ao tubo em um 

suporte (Promega). As esferas hibridizadas aos fragmentos de interesse foram 

ressuspendidas em solução de SSC 0 ,1X e magnetizadas por 30  s.  
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Am plificação  do s  fragm e n to s  s e le cio n ado s  via PCR 

Estes fragmentos recuperados que devem conter microssatélites foram 

amplificados por PCR para gerar mais fragmentos, utilizando “primer” Rsa21 

complementar às seqüências dos adaptadores e as seguintes condições: 95°C por 1 

min, seguido de 25 ciclos de 94°C por 40s, 60°C por 1 min e 72°C por 2 min, e uma 

extensão final de 72°C por 5 min.  

Clo n age m  do s  fragm e n to s  

Dos produtos desta amplificação, 6 µL foram ligados a 1 µL do vetor de 

clonagem “pGEM-T Easy Vector Systems” (Promega) (figura 6-G) e transformados 

em células competentes de Escherichia coli XL1-Blue através de choque químico 

com tampão de transformação (KCl 1M, CaCl2.2H2O 0 ,3 M, MgCl2 2M e 10% de 

PEG 6000), adaptado de Sambrock et al 1989. Em seguida, as células 

transformadas foram plaqueadas em meio LB sólido contendo ampicilina (50  

mg/ mL), 60  µL de IPTG e 60µL de X-Gal. As placas foram incubadas invertidas por 

18 horas em estufa para crescimento de colônias a 37°C.  

Am plificação  do s  in se rto s  clo n ado s  

Com os objetivos de identificar os clones contendo microssatélites e verificar 

a eficiência do procedimento de enriquecimento e clonagem, realizou-se uma 

reação de PCR com DNA do clone em cultura permanente, usando 0 ,5 µM do 

adaptador Rsa21 como “primer” e a programação do termociclador: 95°C por 4 

min, seguido de 30  ciclos de 94°C por 30  s, 52°C por 45s e 72°C por 1 min e 30  s, e 

extensão final de 72°C por 8 min.  
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Figura 6 .  Esquema da metodologia empregada para a construção da biblioteca de 
microssatélites de H. irritans (A-G), seqüenciamento dos insertos clonados (I), 
desenho de “primers” (J ), otimização das amplificações e verificação de 
polimorfismo (L-N). 
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Se qüe n ciam e n to , an ális e  das  s e qüê n cias  e  de se n vo lvim e n to  de  

“prim e rs” 

Os clones recombinantes foram selecionados e o DNA plasmidial foi extraído 

através de minipreparação alcalina (Sambrook et al., 1989), (figura 7-H). A 

presença de inserto foi verificada através da digestão dos plasmídios com a 

endonuclease de restrição EcoR I.  

Em seguida, os insertos clonados foram seqüenciados no seqüenciador 

ABI377 utilizando-se aproximadamente 250  ng de DNA, os “primers” universais 

M13 direto (5’-GTA AAA CGA CGG CCA G-3’) e M13 reverso (5’-CAG GAA ACA 

GCT ATG AC-3’), conforme instruções do kit “Big DyeTM Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction kit v. 3.1” (Applied Biosystems). Os ciclos de 

amplificação foram: um ciclo inicial de 96º C por 1 min e 30  s, 40  ciclos de 96º C por 

12 s, 50 º C por 6 s e 60º C por 4 s. A reação foi purificada utilizando-se o “kit” 

QIAquick (Quiagen).  

As seqüências foram visualizadas no programa Chromas 2.21 (Technelysium 

pty Ltd) e alinhadas utilizando-se os programas ClustalW (Thompson et al., 1994) e 

CodonCode Aligner (CodonCode Co.) para verificação de redundância entre elas.  

Os pares de “primers” complementares às seqüências flanqueadoras das 

regiões de microssatélites foram desenvolvidos utilizando-se o programa Primer3 

(Rozen et al., 2000). Foram considerados: um tamanho de 18 a 20  nucleotídeos, 

uma temperatura de fusão entre 45 a 60º C (diferença de no máximo 2º C entre os 

oligonucleotídeos de cada par), a presença de C ou G na extremidade 3’ em ambos 

os “primers” do par, um produto de amplificação com tamanho entre 100  a 250  pb 

e uma composição de C+G superior a 40%. 



 27  

Uma vez definidos os “primers”, as condições iniciais de amplificação foram 

conforme descrito em Torres et al. (2004) e otimizadas para cada par de “primers”. 

As temperaturas de hibridização dos “primers” estão descritas na tabela 2. 

De te cção  e  caracte rização  do  po lim o rfis m o  do s  lo co s  de  m icro s saté lite s  

As regiões de microssatélites foram amplificadas em termociclador PTC-100  

(MJ  Research) incluindo um ciclo inicial de desnaturação de 94º C por 5 min, 

seguido de 35 ciclos contendo uma etapa de desnaturação de 94º C por 45 s; uma 

etapa de hibridização de “primers” cuja temperatura variou entre 45 e 65º C por 45 

s e uma última etapa de extensão a 72º C por 45 s. O ciclo final incluiu uma 

extensão a 72º C por 30  min. As reações de PCR continham de 5 a 10  ng de DNA, 10  

mM Tris-HCl –  pH 8,3, 50  mM de KCl, 1.5 mM de MgCl2, 0 .5 mg/ mL de albumina 

bovina sérica (BSA), 250  µM de cada dNTP, 0 .6 µM de cada oligonucleotídeo e 1 U 

de Taq DNA polimerase (Invitrogen). 

Para verificação da reação, os produtos de PCR foram separados em gel de 

poliacrilamida 10% sem uréia em cuba modelo V-16 (Gibco BRL/ Life Technologies) 

e tampão TBE 1% (Tris-Borato-EDTA). A visualização foi feita através de coloração 

com nitrato de prata (Sanguinetti et al., 1994).  

Após esta avaliação preliminar da eficiência da reação, os produtos 

amplificados foram analisados em gel de acrilamida 6% desnaturante: os produtos 

de PCR foram acrescidos de tampão de corrida eletroforética desnaturante (10  mM 

NaOH, 0 ,05% xilenocianol p/ v, 0 ,05% azul de bromofenol p/ v, 10  mM EDTA em 

solução de formamida) e, em seguida, desnaturados em termociclador PTC-100  por 

5 min a 96°C e mantidos em gelo. A eletroforese do gel de acrilamida 6% 

desnaturante (com 7 M de uréia) foi realizada em aparato de seqüenciamento 



 28  

manual Modelo SA (GibcoBRL Sequencing System –  Life Technologies), utilizando 

tampão TBE 1X com temperatura controlada a 50°C e 45W de potência. 

Anteriormente à aplicação das amostras, o gel de poliacrilamida foi submetido a 

uma pré-corrida 55W a 50° por até 2 horas. 

Após a coloração e secagem ao ar livre, o gel foi fotografado em câmera 

digital. A análise dos produtos de PCR foi realizada diretamente no gel seco. Os 

tamanhos dos alelos foram estimados através da comparação com o tamanho do 

alelo clonado (controle positivo) e o padrão de peso molecular “DNA Ladder” 10  pb 

(Invitrogen). 

 An ális e s  do s  dado s  de  m icro s saté lite s  

Para cada loco de microssatélite, foram estimados o tamanho médio dos 

produtos de PCR, o número de alelos por loco, a heterozigosidade observada e a 

esperada. A heterozigosidade esperada não enviesada (Nei, 1978) foi calculada 

através da seguinte fórmula: 

H= n/ (n-1) [ 1-(Σqi 2)], 

Onde n é o número de alelos e qi é a freqüência do alelo na população. 
 

Cada loco foi testado para verificar desvios no equilíbrio de Hardy-Weinberg, 

utilizando testes implementares no programa GENEPOP (Raymond & Rousset, 

1995). 

Desvios do equilíbrio de Hardy-Weinberg foram testados através do teste 

exato de Guo & Thompson (1992) calculados através do algoritmo implementado 

no programa GENEPOP - versão 1.2 (Raymond & Rousset, 1995), sendo os níveis 

estatísticos de significância ajustados através de uma correção seqüencial de 
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Bonferroni (Rice, 1989). A correção de Bonferroni é um ajuste estatístico de dados 

para múltiplas comparações que tem sido amplamente utilizado e tem como 

conseqüência a redução do erro de tipo I (concluir que são diferentes quando são 

iguais) por aumentar o valor do alpha (α). Uma forma simples de realizar este 

ajuste, é dividindo o alpha aceitável (α=0,05) pelo número de comparações que 

queremos fazer (n). Logo, para qualquer comparação ser considerada significativa, 

o valor de P obtido deveria ser menor que valor de P corrigido e não 0 ,05, quando 

não se usa a correção. Este ajuste torna mais difíceis as chances de se encontrar um 

resultado significativo, e diminui a chance de se fazer um erro de tipo I por 

aumentar os níveis de aceitabilidade.  

Re su ltado s   

Co n s trução  da biblio te ca ge n ô m ica 

A eficiência de recuperação de microssatélites da biblioteca genômica de H. 

irritans foi verificada através de um alinhamento das seqüências no programa 

CodonCode Aligner (CodonCode Co.). A ocorrência de redundância, ou seja, a 

presença de múltiplas seqüências de um mesmo loco foi identificada pela análise 

do alinhamento das seqüências de microssatélites.  

A figura 7 contém um esquema que resume os resultados obtidos através 

desta análise. Do total de 109 insertos seqüenciados, 103 continham 

microssatélites. Destes, 73 possuíam microssatélites com mais que sete repetições 

em série. Das seqüências selecionadas, foram utilizadas 16 para análise e seleção de 

“primers” para amplificação da região de microssatélites. Pode-se observar que a 
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eficiência do enriquecimento da biblioteca foi de 67% e a eficiência para 

identificação de locos de microssatélites potencialmente informativos foi de 22%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Esquema que demonstra o aproveitamento das seqüências até resultar no número de 
locos que foram caracterizados neste trabalho.   

Em relação aos motivos encontrados nas seqüências que continham 

microssatélites, a figura 7 ilustra proporções encontradas: 85% dos microssatélites 

continham motivo (CA)n, os outros 15% continham motivos (GA)n, entre outros, 

sendo um trinucleotídeo e dois tetranucleotídeos. 
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Figura 8 . Gráfico que demonstra as proporções dos motivos de microssatélites 
no total de seqüências. 

Se le ção  de  “prim e rs” e  o tim ização  das  re açõ e s  de  PCR 

Dezoito pares de “primers” (nomeados como HI01 a HI18) foram 

selecionados com base nas regiões flanqueadoras dos microssatélites e avaliados 

quanto à eficiência de amplificação durante a padronização das condições de PCR.  

Dois pares de “primers” foram retirados da análise por que representavam o 

mesmo loco. Não foi possível padronizar eficientemente a amplificação dos locos 

HI01 e HI11, portanto estas regiões não foram analisadas (tabela 1). Três locos 

foram considerados monomórficos:  

- HI12: (CA)8, com “primers” D: AAACCACGTGTGCACTTC e R: 

CTTGCAATAGCGAGATCAG, condições de padronização: Ta= 62°C e 1,2 mM 

MgCl2 e tamanho do alelo de 135 pb.  

- HI15: (CA)10 , com “primers” D: ATACGCTGCTCTTCTTGC e R: 

CGTATTTCTTTCAATTTTGC, com as mesmas condições de padronização e 

tamanho do alelo de 151 pb. 
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- HI18: (CA)10 , com “primers” D: AACTGAAGCATGCCAAAC e R: 

AGTGATGGGGATGTTGTG, mesmas condições dos locos acima e tamanho do alelo 

de 205 pb.  

Tabe la 1: Relação dos locos excluídos das análises por não terem tido êxito na 
padronização.   

Lo co  Mo tivo  
re pe titivo  

Se qüê n cia do s  “prim e rs” 

(5’ –  3 ’)  

HI01 (CA)17 
D: CTACGCATAGAGTCATCATC 

R: CTTTATTACATTGATCGTATGC 

HI02 (CT)4(CA)10  
D: CTACGCATAGAGTCATCATC 

R: GGCATTTCATTACTGTTTC 

HI04 (GA)24 
D: GACAGCTCAGCCATCTCG 

R:TCTTGCTTACGCGTGGAC 

HI06 (CA)8 
D: TTACGCATAGAGTCATCATC 

R: GGCATTTCATTACTGTTTC 

HI11 (AG)8 
D: GCGCTGTAAATTCACCAAG 

R: CCTCAAACATATGTCCTTCG 

 

Os locos HI01, HI02 e HI06 (tabela 1) referem-se a um o mesmo loco. Devido 

a esta redundância e à dificuldade de padronização dos mesmos, eles foram 

removidos da análise.  

Dentre as dificuldades encontradas no processo de amplificação do conjunto 

de 40  amostras de H. irritans para identificação de polimorfismos, a ausência de 

amplificação dos alelos de um dado loco ocorreu na análise de alguns indivíduos. O 

loco HI04 (tabela 1) não foi amplificado para mais da metade das amostras e, 

portanto, foi excluído das análises. Após análise deste loco no programa 

Microchecker (Van  Oosterhout et al., 2004), foi constatada a possibilidade de 
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alelos nulos neste loco, o que é sugerido pelo excesso de homozigotos verificado. 

Para os locos HI05, HI16 e HI17 não geraram produtos de PCR para, 

respectivamente, um, dois e cinco indivíduos. Estes locos, entretanto, não foram 

excluídos das análises (tabela 2), pois o número de amostras que não apresentaram 

alelos de microssatélite foi baixo em relação ao loco HI04. Além disso, esses três 

locos foram testados no Microchecker e não foi considerada presença de alelos 

nulos.    

Após a otimização das reações de amplificação, foi avaliado o grau de 

polimorfismo para os locos HI03, HI05, HI07, HI08 , HI09, HI10 , HI13, HI14, 

HI16 e HI17, conforme pode ser observado na tabela 2. 

Para os locos em que foram verificados polimorfismos, foi determinado o 

número de alelos por loco, o intervalo de tamanho dos alelos, a freqüência de alelos 

observados (tabelas 2 e 3). Foram calculadas a heterozigosidade observada e a 

heterozigosidade esperada, de acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg, como 

descrito na tabela 3.  

O número de alelos por loco variou entre 2 e 8, sendo uma média de 4 alelos 

por loco. A heterozigosidade observada variou entre 0 ,1500  e 0 ,6750  e a 

heterozigosidade esperada foi de 0 ,1421 a 0 ,7702 (tabela 3).  

Quanto ao teste de Equilíbrio de Hardy-Weinberg, os valores P estão 

associados à hipótese nula (“união aleatória dos gametas”) e nível de significância 

α=0,05.  

Os locos HI03, HI05, HI07, HI08, HI09, HI10 , HI13, HI14, após correção 

seqüencial de Bonferroni (Rice, 1989), admitem que estes valores estão dentro do 
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esperado pelo equilíbrio de Hardy-Weinberg.  Os locos HI16 e HI17 possuem 

desvios significativos do equilíbrio esperado de Hardy-Weinberg. . Estes locos 

foram analisados quanto ao Equilíbrio de Hardy-Weinberg, considerando-se as 

populações de Candiba/ BA e Caraguatatuba/ SP separadamente. Desta forma, o 

loco HI16 possui os valores de P iguais a zero para ambas as populações 

geográficas. J á o loco HI17, possui os valores de P iguais a 1,0000  (Candiba/ BA) e 

0 ,0782 (Caraguatatuba/ SP). Portanto, quando consideradas duas populações, o 

loco HI17 está em equilíbrio de Hardy-Weinberg e o loco HI16 mantém-se em 

desvio pelo esperado pelo equilíbrio de Hardy-Weinberg.    

Podemos observar baixa variabilidade genética nos locos HI03, HI07 e HI09, 

com valores de heterozigosidade inferiores a 0 ,5 (tabela 2).     
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Tabe la 2 . Caracterização dos locos de microssatélites, condições de otimização e análise 
polimorfismo. 

Lo co  
Núm e ro  

de  Ace s s o  
Ge n ban k 

Mo tivo  
re pe titivo  

Ta 

[MgCl2

]  

Se qüê n cia do s  “prim e rs” 

(5’ –  3 ’)  
N a Ia 

HI03 EF629377 (CCGT)6 
60°C 

1,2mM 
D: TCTATCTCCGTCGCCATC 

R: GCTTGTTTCGTTCGGAAG 
3 

206-
222 

HI05 EF629378 (GA)23 
60°C 

1,2 mM 

D: CACACCCACACACAGTGG 

R: CGCGATCCTCAATTCAAC 
8 

136-
176 

HI07 EF629379 (CA)9 
62°C 

1,2 mM 

D: GCAACCGTGGAGGAGTAG 

R: GGCTCTTTGAAGATGAGTTG 
3 

210-
218 

HI08  EF629380  (AG)9 
62°C 

1,2 mM 

D: AAAACACCCCATCATTGC 

R: CCTTTGGTTCTGTTGTCTGG 
4 

168-
173 

HI09 EF629381 (AC)8 
58°C 

1,5 mM 

D: CTTGTGCCAACATTTTTC 

R: CAGCTACACTGAATTTATGG 
2 

156-
158 

HI10  EF629382 (AC)9 
56°C 

1,5 mM 

D: GGTTTCACATTATGTTTGG 

R: CCCGTTTTATGGTAGACAC 
3 

204-
212 

HI13 EF629383 (CA)8 
56°C 

1,5 mM 

D:TGTTGAGAAGGAACATCAAC 

R:TGACAATCTTCGTTTGTTTG 
4 

182-
192 

HI14 EF629384 (CAA)7 
58°C 

1,5 mM 

D: CAACTGCAATCAATCAATC 

R: TGAAAAATCTCTTGTGTTTC 
4 

204-
214 

HI16 EF629385 (CA)8 
62°C 

1,5 mM 

D: CGTCTTAAAGGCAACACC 

R: CTCAGACATCCTGCATCC 
5 

206-
214 

HI17 EF629386 (AG)9 
58°C 

1,5 mM 

D: CCATTTCTGGTGGTTGAG 

R: TCCCCATACGAAATAAACC 
4 

144-
154 
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Tabe la 3 .  Caracterização dos locos polimórficos em H. irritans. 

Lo co s  
Fre qüê n cia 

alé lica  
H e  H o  Valo r P  

H I0 3  
1- 0 ,0625 
2- 0 ,0125 
3- 0 ,9250  

0 ,1421 0 ,1500  1,0000  

H I0 5  

1- 0 ,3974 
2- 0 ,2308 
3- 0 ,0385 
4- 0 ,0128 
5- 0 ,0897 
6- 0 ,0897 
7- 0 ,0513 
8- 0 ,0897 

0 ,7702 0 ,5897 0 ,0304 

H I0 7 
1- 0 ,2875 
2- 0 ,6500  
3- 0 ,0625 

0 ,4972 0 ,4250  0 ,2769 

H I0 8  

1- 0 ,5375 
2- 0 ,1875 
3- 0 ,0875 
4- 0 ,1875 

0 ,6411 0 ,6750  0 ,1731 

H I0 9  
1- 0 ,2000  
2- 0 ,8000  

0 ,3241 0 ,2500  0 ,1612 

H I10  
1- 0 ,5750  
2- 0 ,1750  
3- 0 ,2500  

0 ,5835 0 ,6000  0 ,2223 

H I13  

1- 0 ,1875 
2- 0 ,2375 
3- 0 ,4750  
4- 0 ,1000  

0 ,6813 0 ,6750  0 ,0815 

H I14  

1- 0 ,1625 
2- 0 ,5000  
3- 0 ,3000  
4- 0 ,0375 

0 ,6402 0 ,6500  0 ,9749 

H I16  

1- 0 ,3816 
2- 0 ,3684 
4- 0 ,0132 
5- 0 ,0263 
3- 0 ,2105 

0 ,6402 0 ,1579 0 ,0000* 

H I17 

1- 0 ,3143 
2- 0 ,0857 
3- 0 ,0143 
4- 0 ,5857 

0 ,5586 0 ,4000  0 ,0223* 

Na= Número de alelos por loco; Ia= intervalo de tamanho de alelos; H o= heterozigosidade observada; 
H e= heterozigosidade esperada. Valor P = teste que verifica a compatibilidade dos dados.  
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Testes exatos para desequilíbrio de ligação foram realizados entre pares de 

locos (tabela 4). Para este teste, a hipótese nula (Ho) testada foi “genótipos de um 

loco são independentes dos genótipos de outros locos”. Valores de P menores que 

0 ,05 significam que os locos estão em desequilíbrio de ligação. Na tabela 4, testes 

exatos pelo método de Fisher avaliaram o desequlíbrio de ligação. Para estes 

cálculos o algoritmo utilizado foi o método da cadeia de Markov (“Dememorization 

number”= 1000; “number of batches”= 100 ; “Number of iterations per batch”= 

1000). A cadeia de Markov estima o valor exato de P desses testes e gera uma 

distribuição da probabilidade exata sobre a hipótese nula, que não é afetada por 

alelos raros ou de pequeno tamanho amostral, baseado em Raymond & Rousset 

(1995).   

Os valores P foram ajustados pela correção seqüencial de Bonferroni. Neste 

caso (tabela 4), temos 45 comparações par a par e mantivemos α=0,05 de nível de 

significância. Dividimos α pelo número de testes (n=45) e tivemos um valor de P 

corrigido igual a 0 ,0011111. Logo, para qualquer comparação ser considerada 

significativa, o valor de P obtido deveria ser menor que valor de P corrigido e não 

0 ,05, quando não se usa a correção. Não foi verificado desequilíbrio de ligação 

entre os pares de locos. 
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Tabe la 4 .  Testes exatos para verificação do desequilíbrio de ligação para cada par de loco (método 
de Fisher).  

 H I0 5 H I0 7 H I0 8  H I0 9  H I10  H I13  H I14  H I16  H I17 

H I0 3  
0 ,332 

0 ,0014 
 

0 ,675 
0 ,0029 

 

0 ,917 
0 ,0071 

1,000  
0 ,050  

0 ,065 
0 ,0012 

0 ,525 
0 ,0019 

0 ,454 
0 ,0016 

0 ,012* 
0 ,001 

0 ,529 
0 ,0021 

H I0 5 - 
0 ,857 
0 ,005 

0 ,114 
0 ,0013 

0 ,953 
0 ,010  

0 ,441 
0 ,0015 

0 ,045* 
0 ,001 

0 ,971 
0 ,0125 

0 ,743 
0 ,0036 

0 ,236 
0 ,0013 

H I0 7 - - 
0 ,992 

0 ,0250  
0 ,698 
0 ,0031 

0 ,649 
0 ,0028 

0 ,476 
0 ,0017 

0 ,764 
0 ,0038 

0 ,570  
0 ,0023 

0 ,607 
0 ,0024 

H I0 8  - - - 
0 ,644 

0 ,0026 
0 ,698 

0 ,0033 
0 ,389 
0 ,0015 

0 ,780  
0 ,0042 

0 ,922 
0 ,0083 

0 ,558 
0 ,0022 

H I0 9  - - - - 
0 ,262 

0 ,0014 
0 ,865 

0 ,0062 
0 ,470  

0 ,0016 
0 ,527 

0 ,0020  
0 ,474 

0 ,0017 

H I10  - - - - - 
0 ,619 

0 ,0025 
0 ,855 

0 ,0045 
0 ,024* 
0 ,001 

0 ,040* 
0 ,001 

H I13  - - - - - - 
0 ,975 

0 ,0167 
0 ,861 

0 ,0055 
0 ,002* 
0 ,001 

H I14  - - - - - - - 
0 ,238 

0 ,0013 
0 ,482 

0 ,0018 

H I16  - - - - - - - - 
0 ,492 

0 ,0018 

Para cada par de locos, o valor superior corresponde ao valo r de  P e o valor inferior, ao de valo r 
de  P co rrigido ; * indica que o valor de P é menor que 0 ,05.  

 

Dis cus são  

Iso lam e n to  e  caracte rização  de  lo co s  de  m icro s saté lite s   

A construção da biblioteca enriquecida em microssatélites é particularmente 

importante para a mosca-dos-chifres, uma vez que os estudos sobre variabilidade 

genética em H. irritans utilizando marcadores moleculares (isozimas, seqüências de 

DNAmt, RAPD) acessam baixo grau de variabilidade genética em populações 
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brasileiras desta espécie (Castiglioni-Ruiz et al., 1997; Oliveira et al., 2005; Oliveira 

et al., 2006; Oliveira et al., in press; Castiglioni & Campos Bicudo, 2005). Os 

marcadores microssatélites são potencialmente importantes para análises genéticas 

da mosca-dos-chifres. Entretanto, por não haver locos de microssatélites 

caracterizados para esta espécie no GeneBank, este trabalho é  pioneiro para H. 

irritans e, a partir dele, será possível realizar futuramente, uma ampla análise da 

variabilidade genética e da estrutura de populações naturais deste ectoparasita 

utilizando estes marcadores.  

Com esta estratégia de isolamento, pôde-se observar uma eficiência de 

enriquecimento de 67% e uma eficiência para obtenção de “primers” de 22%, que 

corresponde a 16 locos isolados. Este número poderia ser maior se não houvesse 

sido encontrada redundância entre seqüências.   

A ocorrência de um nível basal de redundância é esperada de acordo com a 

técnica de construção da biblioteca genômica, devido a artefatos de técnica 

produzidos na etapa de pré-amplificação que ocorre após a ligação dos adaptadores 

e na etapa de amplificação após a seleção dos fragmentos marcados com biotina 

(Zane et al., 2002). Porém, uma alta taxa de redundância pode estar associada a 

aspectos intrínsecos da evolução molecular do genoma desta espécie. A presença de 

elementos móveis que promovem a dispersão do DNA repetitivo juntamente com 

suas regiões flanqueadoras foi descrita para Lepidoptera (Zhang, 2004) e sugerida 

para explicar a origem da redundância observada. Embora seja uma possibilidade, 

neste trabalho, não foi investigada a presença destes elementos. 
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Apesar de a biblioteca ter sido enriquecida tanto para motivos CA quanto para 

motivos GA, este último obteve uma representatividade de apenas 12% contra 87% 

do primeiro motivo de microssatélies. Isto concorda com os dados de outras 

espécies, que apresentam que os motivos (CA)n são predominantes em insetos (Katti 

et al., 2001; Torres et al., 2004; Torres & Azeredo-Espin, 2005, 2007).  

O número de alelos determinado através da observação direta dos géis foi 

baixo, variando de 2 a 8, com uma média de 5 alelos por loco. Muitas análises 

similares em número de locos e de indivíduos em outras espécies de dípteros 

revelaram médias mais altas ou similares como, por exemplo, 8,5 em Musca 

dom estica  (Endsley et al., 2002), 9,5 em Anopheles sacharovi (Guillemin et al., 

2003), 8,2 em Scathophaga stercoraria (Garner et al., 2000), 6,9 e 7,9 em 

Cochliom yia hom inivorax (Torres et al., 2004; Torres & Azeredo-Espin, 2005 

respectivamente) , 5,7 em Chrysom ya albiceps (Torres & Azeredo-Espin, no prelo), 

5,5 em Lutzom yia longipalpis (Watts et al., 2002), 5,2 em Drosophila 

m elanogaster (England et al., 1996), 4,6 em Lucilia ilustres e 3,5 em Lucilia 

sericata (Florin & Gyllenstrand, 2002) e 3,4 em Ceratitis capitata  (Casey & Burnell, 

2001).  Uma das prováveis explicações para o número baixo de alelos por loco 

observado em H. irritans poderia ser o fato de esta espécie ter sido introduzida no 

Brasil, e que poderia estar associada a uma variabilidade genética reduzida devido a 

fatores históricos de efeito gargalo seguido de uma expansão populacional e de 

dispersão ao longo do continente. O número baixo de alelos também foi observado 

para outras espécies de dípteros introduzidas, como por exemplo, C. capitata 

(Casey & Burnell, 2001) e Stom oxys calcitrans (Gilles et al., 2004).   Porém, esta 
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intrepretação somente poderá ser comprovada futuramente, considerando várias 

populações de H. irritans ao longo da sua distribuição geográfica.  

Neste trabalho, para o teste de Equilíbrio de Hardy-Weinberg, foi possível 

verificar que os valores de P foram maiores que 0 ,05 para todos os dez locos 

polimórficos, exceto HI16 e HI17 (tabela 3). Isto indica que apenas estes dois locos 

não estão dentro dos valores esperados pelo Equilíbrio de Hardy-Weinberg.  

Estes desvios significativos do equilíbrio de Hardy-Weinberg observados nos 

locos HI16 e HI17 possivelmente estão relacionados à ocorrência de alelos nulos, 

que resultam de mutações nos sítios de hibridização dos “primers” nas regiões 

flanqueadoras dos microssatélites. Assim, estas regiões não são conservadas com 

relação ao conjunto de amostras analisado. A ocorrência de alelos nulos pode 

comprometer a amplificação de loco afetado e, conseqüentemente, sua aplicação em 

estudos de genética de populações, sendo que sua presença pode levar à 

interpretação de que está ocorrendo uma diminuição (ou mesmo ausência) de 

heterozigotos para um dado loco. A análise de desvios no equilíbrio de Hardy-

Weinberg permite a detecção de excesso de homozigotos que pode indicar este 

fenômeno, ou seja, a presença de alelos nulos.  

Entretanto, analisar se os locos estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg 

implica em algumas questões biológicas desta espécie. Os desvios significativos 

deste teste podem ser explicados por (1) tamanho amostral pequeno, (2) 

acasalamentos não aleatórios, (3) efeitos de migração, (4) mutação e seleção.  

1- No caso da análise com 40  indivíduos, o número de indivíduos analisado é 

consideravelmente adequado, apesar de representar amostras de duas regiões 
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geográficas (Candiba/ BA e Caraguatatuba/ SP) e não duas populações 

conhecidamente distintas. Todavia, como a mosca-dos-chifres é uma espécie 

introduzida, a redução da variabilidade genética pode ser considerada devido a 

fatores históricos de efeito gargalo e subseqüente deriva genética, de acordo com 

valores apresentados anteriormente para outras espécies de dípteros introduzidos.   

2- Em relação a acasalamentos não aleatórios, os processos demográficos e 

sistemas de acasalamento submetidos a fenômenos como o Efeito Wahlund 

(subdivisão populacional por isolamento) e endocruzamento também causam 

déficit de heterozigotos. Porém, neste caso, todos os locos analisados devem 

apresentar o mesmo padrão de ocorrência de déficit de heterozigotos, o que não 

ocorreu.  

3- No Brasil, a circulação de animais de rebanho é alta entre propriedades 

rurais de regiões diferentes. Isto pode vir a acarretar uma migração passiva das 

moscas-dos-chifres através dos animais infestados. Além desta possibilidade, as 

moscas-dos-chifres são capazes voar por longas distâncias em busca de hospedeiros 

(Byford et al., 1987; Sheppard, 1994). Esta possibilidade precisa ser avaliada 

quando for produzido um estudo populacional amplo. 

4- No caso de mutação e seleção, os microssatélites são marcadores 

seletivamente neutros, mas podem estar associados a outros genes que estariam sob 

pressão de seleção. Como o uso de inseticidas no Brasil tem sido feito de forma 

indiscriminada, os indivíduos de H. irritans podem estar sendo selecionados 

quanto a genes associados a  resistência genética.  
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Os resultados deste trabalho sugerem a presença de alelos nulos, uma vez que 

o fenômeno de déficit de heterozigotos não ocorre de forma generalizada, mas 

caracteriza apenas alguns poucos locos (HI16 e HI17). Um indício de que pode se 

tratar de alelos nulos seria que a ocorrência de desvios significativos normalmente 

afeta um pequeno conjunto de locos. Mas os resultados podem estar 

conjunturalmente relacionados à pressão de seleção e ao histórico de introdução da 

espécie H. irritans neste continente, o que também explica a baixa riqueza alélica.  

Os testes de desequilíbrio de ligação realizados pelo GENEPOP calcularam 

valores de P menores que 0 ,05 para os locos marcados com asterisco (*) na tabela 4, 

o que indicaria que estes estão em desequilíbrio de ligação. Porém, após a correção 

seqüencial de Bonferroni (Rice, 1989), esta ligação entre tais locos não foi 

confirmada.  

Embora o objetivo deste projeto tenha sido a construção e caracterização da 

biblioteca enriquecida em microssatélites para H. irritans, somente um estudo 

populacional nesta espécie poderá testar as hipóteses levantadas a partir da 

caracterização destes marcadores. 
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Co n s ide raçõ e s  Fin ais  

Apesar da grande importância econômica e veterinária da mosca-dos-chifres 

no cenário mundial devido ao seu hábito parasita, poucos estudos genéticos foram 

conduzidos para abordar aspectos da estrutura genética de populações desta 

espécie. Análises de isozimas, seqüências de DNAmt e RAPD em H. irritans 

indicam baixo grau de variabilidade genética em populações brasileiras desta 

espécie (Castiglioni-Ruiz et al., 1997; Oliveira et al., 2005; Oliveira et al., 2006; 

Oliveira et al., in press; Castiglioni & Campos Bicudo, 2005). Uma hipótese possível 

é que isto seja conseqüência de um efeito gargalo ocorrido durante a introdução 

desta espécie no continente americano. Neste cenário, a introdução da espécie teria 

sido um evento único.  

Os resultados deste trabalho determinaram 10  locos polimórficos, com baixa 

riqueza alélica e baixos valores de heterozigosidade. A ocorrência de polimorfismo 

indica que estes marcadores foram eficientes para revelar variabilidade genética a 

partir deste conjunto de amostras representativo de duas populações brasileiras da 

mosca-dos-chifres.  

Este projeto possibilitou de forma pioneira para H. irritans a ampliação do 

acesso aos estudos sobre variabilidade genética desta espécie através do isolamento 

e caracterização de marcadores microssatélites.  

Estudos populacionais baseados em uma amostragem mais ampla e 

representativa, incluindo amostras da América do Norte e Central e de outras 

regiões da América do Sul, poderão contribuir no esclarecimento dos padrões 
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históricos da introdução desta mosca na América a partir da aplicação dos 

marcadores microssatélites caracterizados neste trabalho. 
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An e xo  

A seguir está apresentado um artigo científico decorrente deste trabalho e aborda o 

isolamento de locos de microssatélites, as padronizações das reações para os pares 

de “primers” desenvolvidos e as caracterizações dos locos polimórficos para a 

espécie H. Irritans, submetido para publicação na Molecular Ecology  Notes (código 

de acesso 07/ 444).   

 

Re sum o  

A mosca-dos-chifres, Haem atobia irritans (L.) (Diptera: Muscidae), é um 

ectoparasita de rebanhos que tem causado um grande impacto negativo no setor 

pecuário em todo o mundo. Neste trabalho, descrevemos dez locos polimórficos 

isolados de H. irritans. O número de alelos encontrado variou de dois a oito por 

loco e a heterozigosidade esperada de 0 ,1421 a 0 ,7702. Estes locos são 

potencialmente úteis para caracterização genética em fina-escala para populações 

de mosca-dos-chifres e fornecem informações fundamentais para o manejo desta 

espécie e para implementação de programas de controle. 
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Abstract 

The horn fly, Haematobia irritans (L.) (Diptera: Muscidae), is a cosmopolitan livestock pest that has 

caused a great negative impact on the animal production sector throughout the world. Here, we 

describe ten polymorphic microsatellite loci isolated from H. irritans. The number of alleles found 

ranged from two to eight per locus and the expected heterozigosity from 0.1421 to 0.7702. These loci 

are potentially useful for the fine-scale genetic characterization of horn fly populations and provide 

fundamental information for pest management and planning of control programs. 

 
Keywords:  Molecular markers, Population genetics, livestock pests, insect pest control 

 
 
 

The horn fly, Haematobia irritans L. (Diptera: 
Muscidae), is one of the major ectoparasites of herds. 
This pest represents a serious threat to cattle breeding in 
many countries where it is an important economical 
activity. Severe economic losses result from the 
reduction of cattle weight and milk production, due to 
blood-sucking habit of adult flies and from the long-
term investments in insecticides and other insect-control 
methods. The horn fly is distributed worldwide, except 
for Australia and Southern Asia, where the buffalo fly 
(H. irritans exigua) is found instead. Current research on 
horn flies has focused on the basis of resistance to 
insecticides (Byford et al. 1999), on the molecular 
characterization of specific mitochondrial DNA regions 
and conserved primers (Oliveira et al. 2005; Oliveira et 

al., 2006; Oliveira et al., in press) and on a preliminary 
survey of polymorphisms by the analysis of RAPD 
markers (Castiglioni & Campos Bicudo 2005). 
However, despite its importance as a livestock pest and 
its great economic impact, no study aiming the fine-
scale characterization of populations has been conducted 
so far. In order to address this issue, we developed a set 
of microsatellite markers as a part of a broader project 
that studies different aspects of H. irritans genetics.   

Cloning and characterization of microsatellite 
sequences followed procedures described by Torres and 
Azeredo-Espin (2005). Briefly, genomic DNA was 
extracted using the “PuregeneTM DNA Purification 
System” kit (Gentra Systems) and digested with Rsa I. 
Blunt-ended DNA fragments were linked to specific 

oligonucleotide adapters. The library enrichment was 
performed using dinucleotide (CA/GT and CT/GA) 
biotin-labelled microsatellite oligoprobes and 
streptavidin-coated magnetic beads.  The sequence of 
cloned inserts was obtained using an ABI PRISM 
Terminator Cycle sequencing kit and an ABI 377 
Automated Sequencer (Applied Biosystems, CA).  

Out of 109 analyzed sequences, 73 contained a 
microsatellite with more than seven repeats. From 
these, a total of 16 were used to design primer pairs 
complementary to sequences flanking the 
microsatellites with the PRIMER 3 software (Rozen & 
Skaletsky 1998). 

Polymorphism was assessed using 40 individuals of 
H. irritans from two sampling sites in Brazil, 
Candiba/BA and Caraguatatuba/SP. DNA was extracted 
using the phenol-chloroform method described by 
Infante-Vargas and Azeredo-Espin (1995). PCR 
amplifications were carried out using 10 ng of DNA 
sample in 13 µL reactions containing 10 mM Tris-HCl 
pH 8.3, 50 mM KCl, 0.5 mg of BSA/mL, 20 µM of 
each dNTP, 0.6 nM of each primer, and 1 U of Taq 
DNA polymerase (Invitrogen) and different 
concentrations of MgCl2, as shown in table 1. PCR 
amplifications were performed using a PTC-100 
thermal cycler (MJ Research), with an initial 
denaturation of 3 min at 96°C, 35 cycles of 94°C for 
45 s, a primer-specific annealing temperature for 45 s 
(Table 1), and 72 °C for 45 s followed by a final 
elongation at 72 °C for 30 min. The PCR products were 
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Table 1. Genetic characterization of the polymorphic microsatellite loci isolated from H. irritans.  

Locus 
Genbank 

accession no. Primer sequence (5’→ 3’) 

Ta (
oC) 

[MgCl2] 

No. of 
individuals 

scored 

Repeat motif 
in the cloned 

allele 

Size of the 
cloned allele 

(bp) 

Allele 
size range 

(bp) 
No. of 
alleles HO HE 

HI03 EF629377 

 

F: TCTATCTCCGTCGCCATC 

R: GCTTGTTTCGTTCGGAAG 

60°C 
1.2mM 

40 (CCGT)6 222 206-222 3 0.1500 0.1421 

HI05 EF629378 

 

F: CACACCCACACACAGTGG 

R: CGCGATCCTCAATTCAAC 

60°C 

1.2 mM 

39 (GA)23 164 136-176 8 0.5897 0.7702 

HI07 EF629379 

 

F: GCAACCGTGGAGGAGTAG 

R: GGCTCTTTGAAGATGAGTTG 

62°C 

1.2 mM 

40 (CA)9 214 210-218 3 0.4250 0.4972 

HI08 EF629380 

 

F: AAAACACCCCATCATTGC 

R: CCTTTGGTTCTGTTGTCTGG 

62°C 

1.2 mM 

40 (AG)9 171 168-173 4 0.6750 0.6411 

HI09 EF629381 

 

F: CTTGTGCCAACATTTTTC 

R: CAGCTACACTGAATTTATGG 

58°C 

1.5 mM 

40 (AC)8 158 156-158 2 0,2500 0,3241 

HI10 EF629382 

 

F: GGTTTCACATTATGTTTGG 

R: CCCGTTTTATGGTAGACAC 

56°C 

1.5 mM 

40 (AC)9 146 204-212 3 0.6000 0.5835 

HI13 EF629383 

 

F:TGTTGAGAAGGAACATCAAC 

R:TGACAATCTTCGTTTGTTTG 

56°C 

1.5 mM 

40 (CA)8 184 182-192 4 0.6750 0.6813 

HI14 EF629384 

 

F: CAACTGCAATCAATCAATC 

R: TGAAAAATCTCTTGTGTTTC 

58°C 

1.5 mM 

40 (CAA)7 208 204-214 4 0.6500 0.6402 

HI16 EF629385 

 

F: CGTCTTAAAGGCAACACC 

R: CTCAGACATCCTGCATCC 

62°C 

1.5 mM 

38 (CA)8 206 206-214 5 0.1579 0.6402* 

HI17 EF629386 

 

F: CCATTTCTGGTGGTTGAG 

R: TCCCCATACGAAATAAACC 

58°C 

1.5 mM 

35 (AG)9 240 144-154 4 0.4000 0.5586* 

Ta = Annealing temperature; [MgCl2] = Magnesium chloride concentration; HO = observed heterozygosity; HE = expected heterozygosity.  

 
 

analyzed on denaturing 6% polyacrylamide sequencing 
gels followed by silver staining using methods of Creste 
et al. (2001). 

Polymorphism was assessed using 40 individuals of H. 

irritans from two sampling sites in Brazil, Candiba/BA 
and Caraguatatuba/SP. DNA was extracted using the 
phenol-chloroform method described by Infante-Vargas 
and Azeredo-Espin (1995). PCR amplifications were 
carried out using 10 ng of DNA sample in 13 µL 
reactions containing 10 mM Tris-HCl pH 8.3, 50 mM 
KCl, 0.5 mg of BSA/mL, 20 µM of each dNTP, 0.6 nM 
of each primer, and 1 U of Taq DNA polymerase 
(Invitrogen) and different concentrations of MgCl2, as 
shown in table 1. PCR amplifications were performed 
using a PTC-100 thermal cycler (MJ Research), with an 
initial denaturation of 3 min at 96°C, 35 cycles of 94°C 
for 45 s, a primer-specific annealing temperature for 45 s 
(Table 1), and 72 °C for 45 s followed by a final 
elongation at 72 °C for 30 min. The PCR products were 
analyzed on denaturing 6% polyacrylamide sequencing 
gels followed by silver staining using methods of Creste 
et al. (2001).  Eleven from the 16 loci analyzed were 
polymorphic (Table 1). Each polymorphic locus was 
tested for deviations from Hardy–Weinberg equilibrium 

expectations using exact tests implemented in 
GENEPOP (Raymond & Rousset 1995). Genotypic 
disequilibrium between pairs of loci was also calculated 
using GENEPOP. P-values for multiple tests were 
corrected using the sequential Bonferroni procedure 
(Rice 1989).  

The number of alleles per locus ranged from two to 
eight, with an average of four alleles per locus. The 
observed heterozygosity ranged from 0.1500 to 0.6750, 
with a mean value of 0.4125, and the expected 
heterozygosity from 0.1421 to 0.7702 (mean 0.4562). 
This low level of genetic variability may reflect the 
bottleneck effect associated with the introduction of this 
species in the American continent. Alternatively, 
insecticides used against H. irritans could be implicated 
in selection pressure imposed by widespread use. After 
sequencial Bonferroni correction, significant deviation 
from Hardy-Weinberg equilibrium was found for HI16 
and HI17. These significant heterozygous deficits may 
have been caused by the presence of null alleles at these 
loci. No linkage disequilibrium was observed between 
pairs of loci after correction for multiple tests. 

The 10 microsatellite loci described here are 
potentially useful for the characterization of H. irritans 
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populations by providing fundamental insights into 
population dynamics and genetic structure. This will be 
of particular interest to generate the baseline data for the 
planning and implementation of pest control programs. 
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