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Resumo

Este trabalho consiste na construc¢do de uma biblioteca gendmica enriquecida
em microssatélites e na caracterizacdo de dez locos polimérficos para a espécie
Haematobia irritans irritans (Diptera: Muscidae), popularmente conhecida como
mosca-dos-chifres, um ectoparasita de grande importdncia econdmica para a
pecudria de diversos paises, principalmente no Brasil.

A biblioteca gendmica enriquecida em microssatélites teve um rendimento de
67% considerando-se o numero de microsatélites (contendo mais de 7 repeti¢des
em série) caracterizados em um total de 109 sequéncias analisadas. Um
rendimento de 22% foi encontrado referente a obtencio de 16 locos potencialmente
informativos. Dos microssatélites identificados nesta anédlise, 85% possuiam
motivos (CA), e apenas 12% apresentaram motivos (GA),, apesar da biblioteca ter
sido enriquecida para ambos os motivos.

Neste projeto, dez locos polimérficos de microssatélites foram descritos para
a espécie H. irritans. Destes, oito locos apresentaram motivos dinucleotideos,
sendo cinco motivos (CA), e trés motivos (GA)., além da identificacdo de um loco
com motivo trinucleotideo (CAA)7 e um tetranucleotideo (CCGT)s.

Entre os dez locos polimérficos, o nimero de alelos por loco variou entre dois
e oito, tendo uma média de quatro alelos por loco, considerados um nimero baixo
quando comparado com outras espécies de dipteros. 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 trés locos. Apds correcdo seqiiencial

de Bonferroni, oito locos ndo apresentaram desvios significativos pelo esperado por



Hardy-Weinberg, bem como nao foi verificado desequilibrio de ligacao entre os
pares de locos.

A caracterizacdo destes marcadores microssatélites polimorficos, €
potencialmente informativa para elucidar questdes evolutivas envolvendo H.
irritans como a compreensdo da dinamica populacional e estrutura genética desta
espécie. A andlise deste marcador molecular poderd orientar projetos de manejo e

controle da mosca-dos-chifres.



Abstract

The aim of this work was the construction of a genomic microsatellite-
enriched library for the species Haematobia 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), motifs and only 12% have (GA),
motifs, despite enrichment on both.

From the ten polymorphic microsatellite loci isolated from H. irritans, 8 have
dinucleotide motifs (5 (CA), and 3 (GA),), one was a trinucleotide motif (CAA)7 and
one was a tetranucleotide motif (CCGT)s. 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.



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.



Introducao

A mosca-dos-chifres
Importancia no cendrio econémico brasileiro

O Brasil é o pais com maior rebanho bovino comercial, com uma estimativa
de aproximadamente 207,2 milhdes de cabecas de gado (dados Produc¢do da
Pecudria Municipal — PPM — 2005). Na figura 1, temos a participa¢do do Brasil no
mercado internacional, que apresenta uma crescente quantidade de carne

exportada entre 1990 e 2005 e o seu faturamento em milhdes de ddlares.

Evolugao das Exportagdes Brasileiras de Carne Bovina
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Figura 1. Grifico da evolucdo das exportacdes brasileiras de carne em 15 anos — de 1990 até 2005.
(Dados da ABIEC, relatério 2005). mil ton eq. carcaga = em mil toneladas em equivalente carcaga
(peso total da carcaca).

Nesse contexto, a preocupacdo com a questdo médico-veterindria dos animais
¢ estratégica. Entre as espécies que parasitam o gado, e que vém causando grande
impacto na producdo de carne, leite e couro, destaca-se a espécie Haematobia

irritans irritans (Diptera: Muscidae), conhecida como mosca-dos-chifres,



considerada um dos ectoparasitas mais importantes da pecudria (Byford et

al.,1992).

Caracteristicas bioléogicas da mosca-dos-chifres

Este pequeno diptero, cujo tamanho varia de 3 a 5 mm, tem um ciclo de vida
rapido, que pode ser observado na figura 2. O individuo de H. irritans passa toda
sua vida adulta, que compreende de trés a sete semanas, sobre o gado, em
constante atividade hematéofaga. A fémea apenas deixa o animal para ovipositar em
fezes frescas do proprio gado (Honer et al, 1993). O nuimero médio de ovos por
postura é em torno de 10 e 15, sendo que, ao longo de seu ciclo, cada fémea pode
colocar um total de 300 a 400 ovos. Em condicdes Otimas de temperatura e
umidade no bolo fecal, as larvas eclodem em 24h e se alimentam nas fezes do
bovino. Apéds trés dias, as larvas se transformam em pupa. Em seis dias, um
individuo adulto emerge e passa a parasitar o gado constantemente (Campbell &

Thomas, 1992).

O ciclo-de-vida da mosca-dos-chifres é dependente de fatores climaticos.
Periodos de alta infestacdo seguem um padrdo geral caracterizado por altas
temperaturas e chuvas moderadas, tendo picos no inicio e no fim do periodo das
dguas. A populacdo da mosca-dos-chifres decresce nas épocas de seca, baixas
temperaturas ou nos periodos prolongados de chuvas (Barros, 2001). Nos periodos
de condi¢des desfavordveis ao seu desenvolvimento e reproducdo — como periodo
de baixas temperaturas, principalmente em paises 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 vém do seu hdbito hematéfago e pela
constante infestacdo, pois pode se alimentar do sangue do animal até 38 vezes em
um mesmo dia (Harris et al., 1974; Honer, 1990). Em periodos de alta infestacao,
pode-se observar até 500 moscas por animal.

A irritacdo causada pela picada das moscas compromete a alimentacdo e a
digestdo no animal parasitado, diminuindo a sua produtividade. Prejuizos
econOmicos ocorrem em virtude das conseqiiéncias do estresse, como o
comprometimento no ganho de peso, diminui¢cdo da producdo leiteira e danos
associados a perfuracido do couro animal, o que causa a depreciacdo deste devido a

baixa qualidade para industrializacdo (Byford et al., 1992; Honer, 1990).
Distribuigcdo geogrdfica da Mosca-dos-chifres

A mosca-dos-chifres, atualmente, apresenta ampla distribui¢do geografica,

abrangendo a Europa, Asia, Africa setentrional e toda América até as regides



centrais da Argentina (Guglielmone et al., 1997). No sul da Asia, ilhas do Pacifico e
Oceania ha o registro da ocorréncia de uma subespécie, H. irritans exigua (De
Meijere), a mosca-dos-bufalos.

Apesar do impacto desta espécie como ectoparasita da pecudria, pouco se
conhece sobre o processo de introducdo de H. irritans e seu estabelecimento em
diferentes regides do Brasil. Especula-se que esta espécie tenha sido introduzida
em 1885 (Riley, 1889) no leste dos Estados Unidos a partir de embarcacgdes
provenientes da Europa. Sugere-se que ela tenha se dispersado ao longo do
continente Americano, e ingressado no América do Sul pela Colémbia. Foi
primeiramente descrita no norte do Brasil, em Roraima, no ano 1978 (Valério &
Guimaraes, 1983) e se dissipou pelo pais rapidamente, bem como por quase todo o
continente sul-americano, devido, principalmente, aos climas tropical e subtropical
favordveis ao seu ciclo e a presenca abundante de hospedeiros (Mendes & Linhares,
1999).

Além disso, é conhecida a ocorréncia de outros pontos de introducdo de
rebanhos de gado na América durante os diversos processos de colonizagdao
européia. O intenso fluxo de animais entre colonias espanholas na América (Rouse,
1977) poderia ter contribuido no processo de introducdo desta espécie. Esta
questdo pode ser investigada através da andlise da variabilidade genética de H.
irritans associada a registros histéricos de movimentos colonizadores. Neste

aspecto a caracteriza¢do de marcadores moleculares informativos € fundamental.
Contexto da investigacdo cientifica da mosca-dos-chifres

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

obtidos através de um levantamento no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), revelam



que existem aproximadamente 313 registros para seqiiéncias nucleotidicas desta
espécie, mas nenhum relacionado a determinac¢do de microssatélites. De modo
geral, estes registros descrevem seqiiéncias relativas a estrutura do genoma
mitocondrial, transposases, pseudogenes e rRNAs nucleares; além de regides
génicas vinculadas a codificacdo e regulacdo das esterases.

Os registros sobre H. irritans encontrados no PubMed descrevem 177 artigos,
tratando principalmente da selecdo de resisténcia a inseticidas, métodos de
controle, caracteristicas do ciclo bioldgico e metodologias para otimizar a criacdo
desta espécie em laboratério. Com relagdo a estudos de marcadores moleculares,
estes tém contribuido pouco para o acesso da variabilidade genética desta espécie.
A anadlise preliminar de RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism) do
genoma mitocondrial de cinco populac¢des brasileiras, incluindo amostras do
Uruguai, ndo detectou polimorfismos (Sofia Galdames, comunicag¢do pessoal).
Porém, o uso de marcadores RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”) em
H. irritans (Castiglione & Bicudo, 2005) sugere estruturacdo genética de algumas
populacdes brasileiras da mosca-dos-chifres. Divergéncias entre marcadores
moleculares diferentes promovem a busca por outros marcadores que possuam
maior poder de resolugdo para detectar variabilidade genética nesta espécie e que
sejam informativos na caracterizacdo de processos evolutivos associados a H.
irritans. Marcadores que detectam muita variabilidade genética geralmente sdo
pouco informativos para elucidar questdes evolutivas muito antigas, entretanto,
podem contribuir na andlise de processos historicos recentes pela andlise da

estrutura genética de populacgdes desta espécie.



A figura 3 ilustra o contexto atual com relacdo a caracterizacdo de
microssatélites em espécies de moscas de importdncia médico-veterindria,
incluindo espécies da familia Muscidae, Stomoxys calcitrans (Gilles et al., 2004),
S. niger niger (Gilles et al., 2005) e Musca domestica (Chakrabarti et al., 2004;
Endsley et al., 2002). Outros parasitas da pecudria também estdo representados,
incluindo membros das familias Calliphoridae, Scatophagidae e Glossinidae. Este
cendrio demonstra que os estudos envolvendo a caracterizacdo de marcadores
microssatélites sdo abordagens estratégicas com relacdo ao estudo de ectoparasitas

e potencialmente informativos para detectar variabilidade genética nestas espécies.
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Figura 3. Grafico que representa o nimero de locos de microssatélites (eixo
Y) identificados em nove espécies de dipteros de importincia médico-
veterindria (eixo X): Stomoxys calcitrans (Gilles et al., 2004), Stomoxys
niger niger (Gilles et al., 2005), Musca domestica (Chakrabarti et al., 2004;
Endsley et al., 2002), Cochliomyia hominivorax (Torres et al., 2004; Torres
& Azeredo-Espin, 2005), Lucilia illustris e Lucilia sericata (Florin &
Gyllenstrand, 2002), Scatophaga stercoraria (Watts et al., 2005), Glossina
morsitans e Glossina palidipes (Ouma et al., 2003), Glossina palpalis
(Solano et al., 1998).
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Devido as singularidades encontradas na biologia desta espécie e ao “‘status”
adquirido como parasita da pecudria, H. irritans tornou-se um importante material
de investigacdo cientifica tanto do ponto de vista académico de pesquisa bésica,
como do ponto de vista aplicado da pecuédria. O desenvolvimento de “primers” para
acessar regides de microssatélites no genoma de H. irritans e a caracterizacdo de
locos polimérficos poderd fornecer informagdes importantes para estudos de
estrutura de populacgdes e diversidade genética que poderdo responder as questdes
acerca da introducdo da espécie H. irritans na América do Sul e elucidar outros

aspectos evolutivos da espécie.
Marcadores Microssatélites

As primeiras seqiiéncias repetitivas de DNA a serem descobertas no genoma
de eucariotos foram chamados de DNA satélite ou VNTRs (“Variable Number of
Tandem Repeats”) (Jarne & Lagoda, 1996). Esta descoberta foi resultado da
separacdo do DNA gendmico em gradientes de densidade por ultracentrifugacao,
utilizando-se solucdo de Cloreto de Césio (CsCly). Regides com muitas repeti¢des
apresentam composicdo de bases distinta de regides ndo-repetitivas, ou seja,
apresentam conteido G+C que difere significativamente do restante do genoma.
Tais seqiiéncias altamente repetidas podem ser separadas do DNA principal pela
diferenca de coeficientes de sedimentacdo em um gradiente submetido a
ultracentrifugacdao. Dessa forma, foi observado que, além da banda principal de
DNA, havia bandas secunddrias, que foram chamadas de DNA satélite. Locos de
DNA satélite podem ser constituidos de até varios milhares de pares de base e estdo
presentes na heterocromatina, principalmente na regido do centromero (Tautz,

1989; 1993).
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Descobertas subseqiientes dividiram os entdo chamados VNTR em classes de
acordo com seu tamanho: minissatélites e microssatélites. Os primeiros foram
isolados em meados da década de 1980, sdo regiOes repetitivas menores que 0s
DNA satélites e possuem mais de 15 unidades de repeticdo. J4 os microssatélites,
também chamados de “Simple Sequence Repeats” (SSRs) ou “Short Tandem
Repeats”(STRs), foram isolados no final da mesma década e sdo regides de DNA
com mais de sete unidades de repeticdo, possuindo normalmente de 20 a 100 pares
de base de comprimento, sendo constituidos de pequenos segmentos de até 6
nucleotideos repetidos in tandem (Murray, 1996).

O polimorfismo entre diferentes alelos ocorre devido a variacdes no numero
de unidades repetidas geradas por muta¢des que, em microssatélites, ocorrem a
uma taxa muito maior que a registrada em DNA ndo repetitivo.

Os microssatélites podem ser classificados em trés familias: de repeticdes
puras ou microssatélites perfeitos (por exemplo: CACACACACACACA); de repetigcdes
compostas, contendo mais de uma unidade repetida (exemplo:

CACACACACACACAGAGAGAGAGAGAGA); e repeti¢des interrompidas ou microssatélites

imperfeitos (exemplo: CACACACACACACATATCACACACACA) (Jarne & Lagoda, 1996;

Chambers & MacAvoy, 2000).

Microssatélites sao chamados de di-, tri- ou tetranucleotideos de acordo com
o tipo de motivo repetido.

Entre os motivos de repeticdes encontrados em regides de microssatélites, os
dinucleotideos sdo os elementos mais amplamente utilizados em genética de
populacdes por apresentar maior polimorfismo e serem mais abundantes no

genoma de metazodrios, o que os torna altamente informativos para andlises de
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variabilidade genética. De um modo geral, observa-se que, em insetos, ha
predominio das repeticoes do tipo CA (Katti et al., 2001). Os motivos
trinucleotideos encontrados sido freqiientemente inseridos em éxons devido a
manutencdo do quadro de leitura do gene apesar da ocorréncia de mutacdes. Os
motivos tetranucleotideos mais comuns sdo elementos GATA e GACA, cuja
densidade varia de acordo com a espécie analisada. Geralmente estas estruturas
encontram-se como motivos interrompidos ou compostos (Jarne & Lagoda, 1996).
Comparando-se o genoma de animais e o de plantas, temos que a abundancia neste
¢ maior e os microssatélites mais freqiientes sdo mononucleotideos (A)n,
dinucleotideos (AG) », (AT) » e trinucleotideos (TAT), (Grover & Sharma, 2007,

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

Acesso ao polimorfismo de microssatélites

Os polimorfismos de microssatélites sdo identificados e analisados através de
amplificacio via PCR da regido contendo o microssatélite, como pode ser
observado na figura 4. Os sitios de hibridizacdo dos “primers” (ou iniciadores)
localizam-se nas regides flanqueadoras da regido-alvo. Em seguida, os produtos da
amplificacdo sdo separados em eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

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

Algumas caracteristicas atribuem aos microssatélites vantagens sobre outros
marcadores moleculares. Dentre estas caracteristicas podem ser destacadas; (1) os
microssatélites sdo altamente polimdrficos e especificos para um loco no genoma;
(2) sdo tipicamente codominantes e multi-alélicos, com uma alta heterozigosidade

esperada; (3) estdo densamente distribuidos no genoma de eucariotos; (4)
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necessidade de uma pequena quantidade de DNA-molde (10 a 100 ng) para as
amplificacdes; (5) sua interpretacdo ¢é relativamente simples, podendo ser
analisados por uma reacgdo de PCR, sendo que seus alelos podem ser determinados
com alta precisdo e reprodutibilidade; (6) em muitos casos apresenta

transferibilidade.

FC/—\CACACACACACACACACACACACACACA e
N TG TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT q

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

Estas caracteristicas fazem dos microssatélites marcadores amplamente
utilizados para determinar relacdes de parentesco, em investigacdes foreneses,
estudos de mapeamento, diagndstico de doencas genéticas, biologia da conservacao
e em genética de populacdes (Jarne & Lagoda, 1996; Chambers & MacAvoy, 2000).

A abundante e crescente utilizacdo deste marcador em andlises de
variabilidade genética se deve ao elevado grau de polimorfismo comumente
observado nos locos de microssatélites em populacdes naturais (Jarne & Lagoda,
1996).

Pela abundancia no genoma e altas taxas de mutacdo, um ndmero suficiente
de eventos mutacionais podem ser observados em populacdes divergentes em um
curto periodo de tempo, favorecendo a andlise de aspectos histdrico-geogréaficos,
como migrac¢do e mistura de populacdes diferentes.

Mesmo com todas estas vantagens mencionadas, os microssatélites também
apresentam algumas limita¢des, tais como; (1) O custo inicial de desenvolvimento
de uma biblioteca gen6mica enriquecida em microssatélites e o tempo consumido
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sdo altos; (2) Erros de genotipagem podem ocorrer e consistem, principalmente, na
amplificacdo de bandas-fantasma (“stuttering patterns”), amplificacdo preferencial
de alelos menores (“large alleles dropout”) e a ocorréncia de alelos nulos; (3) A
homoplasia pode vir a subestimar a divergéncia genética.

Os erros de genotipagem podem ser causados pela identificacdo errOonea da
banda do microssatélite e diminuem a heterozigosidade observada, aumentando o
nivel de endocruzamento aparente nos locos afetados e desviando as freqii€ncias
alélicas e genotipicas. A deficiéncia de heterozigotos pode ser indicio de erros de
genotipagem que podem ser potencialmente detectados por ferramentas
estatisticas (Paetkau, 2003), particularmente quando identificados em poucos
locos (Gomes et al., 1999).

As bandas-fantasmas sdo conseqiiéncias de ‘“slippage” da Tag polimerase
durante as rea¢des de amplificacdo in vitro e sdo bandas com tamanho geralmente
menor que o tamanho original do alelo (Jones et al., 1997; van Oosterhout et al.,
2004).

Os alelos nulos sdo resultado de mutacdes de ponto nas regides flanqueadoras
dos microssatélites complementares aos oligonucleotideos sintéticos. Um dos
alelos (ou ambos) ndo é amplificado por falha na etapa de hibridiza¢do dos primers.

Uma das limitacdes destes marcadores se deve ao fato de ndo existir um
modelo de mutacdo Unico e amplamente aceito, o que muita vezes gera
controvérsias com relacdo a decisdo sobre o modelo de mutacdo a ser adotado.

No modelo mais aceito, a maioria das alteracdes em locos de microssatélites
ocorre devido a erros de pareamento durante a replicagdo (Levinson & Gutman,

1987; Hancock, 1990; e Strauss, 1999).
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A replicacdo do DNA é um processo complexo, cuja fidelidade é dependente
de alguns fatores: i) da DNA polimerase; ii) da acdo das enzimas com atividade
exonuclease, que removem bases mal pareadas inseridas erroneamente durante a
replicacdo; iii) do sistema de reparo de pareamento erroneo, que ¢ um reparo pos-
replicacional (do inglés “mismatch repair system”).

O principal processo mutacional que pode ser responsdvel pelas altas taxas de
polimorfismo encontradas em microssatélites é o deslizamento da DNA polimerase
na replicacio do DNA (do inglés “DNA replication slippage” ou simplesmente
“slippage”) que pode ser observado na figura 5.

Este tipo de mutacdo pode ser corrigido por mecanismos de reparo de bases
pareadas erroneamente (“mismatch repair”), porém, a instabilidade dos
microssatélites se deve a defici€ncia neste sistema de reparo, ou seja, hd falhas no

reconhecimento das mutagdes e sua correcao.

O processo se inicia quando, na replicacao, a DNA polimerase se desliga do
complexo de replicacdo, forcando a dissociacdo das duas fitas de DNA. Para
reiniciar a replicacdo, as duas fitas devem ser re-associadas. Mutacgdes sdo geradas
quando a re-associacdo entre as cadeias € incorreta, resultando em uma ou mais
repeticoes ndo pareadas. Este erro vai gerar uma diminui¢do ou aumento do
comprimento dos microssatélites, dependendo da fita em que ocorrer as repeti¢des
ndo-pareadas. Deste modo, o erro pode levar a uma diminui¢cdo do comprimento
dos microssatélites (quando as repeticdes ndo pareadas estdo na fita-molde) ou a

um aumento (quando as repeticdes ndo pareadas estdo 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 replica¢do, ao passar por regides repetitivas, a polimerase interrompe seu
funcionamento e se dissocia da fita nascente. Como conseqiiéncia 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 regides repetidas em série, pode se dar de forma incorreta de duas formas: i) A
fita nascente (em azul) pode se re-hibridizar a fita complementar (em vermelho) de modo que forme
uma alca (c) e, apds, término da replicacdo, haja mais unidades de repeti¢des (d). ii) Ainda, a fita
nascente pode se ligar a fita molde sendo que nesta é formada uma alga (g) e resultar em uma
diminuicdo do nimero de repeti¢des (h) apds a replicacdo. Esquema baseado em Ellegren (2004).

Outro processo que pode explicar as taxas de mutacdo dos microssatélites
seria a recombinacgdo entre moléculas de DNA. O “crossing-over” desigual ocorre
entre moléculas de DNA desalinhadas durante a meiose, que gera a delecdo de uma
unidade repetida em uma molécula e sua insercdo em outra. Tal processo seria
mais comum em seqiiéncias repetitivas longas e explicaria mudancas drdsticas de
variacdo de tamanho do alelo. Porém, este ndo é considerado o principal modelo de
evolucdo dos microssatélites (Stephan & Cho, 1994).

Kruglyak et al. (1998) sugeriram que a distribuicdo de microssatélites
obedeceria a um balanc¢o entre ocorréncias de “slippage” e de mutagdes de ponto.
Neste balanc¢o, as mutagdes geradas por “slippage” ocorrem randomicamente, € a

freqiiéncia deste evento pode variar de acordo com o nimero de repeti¢cdes no
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motivo de determinado alelo, o tipo das repeticdes (di-, tri-, tetranucleotideos) e
sua composicdo nucleotidica. Assim, os alelos cresceriam em tamanho até que uma
mutacdo de ponto interrompa uma seqiiéncia perfeita e a transforme em dois
microssatélites menores. A mutacdo de ponto seria o primeiro passo no processo de
“morte” dos microssatélites por converter longas repeticdes em série em pequenas
repeticdes curtas. Este balanco entre mutagdes de ponto e a ocorréncia de
“slippage” pode explicar os diferentes comprimentos de alelos e sua distribui¢do no
genoma de muitos organismos.

A abundancia e o grau de polimorfismo encontrado em regides de
microssatélites variam consideravelmente de acordo com o tdxon analisado
(Zhang, 2004), mesmo considerando-se espécies proximas. O uso de “primers”
heterdlogos (desenvolvidos a partir de uma espécie e utilizados para amplificar
microssatélites em outra espécie) € possivel 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 género Ceratitis (Baliraine et al., 2003), entre outras. Porém,
“primers” heter6logos nem sempre sdo eficientes, pois os locos podem ndo ser
amplificados ou, se amplificados, podem apresentar um unico alelo, ou seja, ndo
apresentam o mesmo grau de polimorfismo caracterizado na espécie focal. Isto
pode ocorrer devido a variagdes nas regides flanqueadoras dos microssatélites, que
podem comprometer a etapa de hibridizacdo dos “primers” durante o processo de

amplificagdo.

18



Uso dos marcadores microssatélites em dipteros

Entre dipteros, os microssatélites tém sido utilizados para estudos de genética
de populagcdes em vdrias espécies, entre elas, as mosca-das-frutas dos géneros
Drosophila (Schiffer et al., 2007; Mirol et al., 2007; Schofl & Schlotterer, 2006;
Schafer et al, 2006; Agis & Scholotterer, 2001; Noor et al., 2000; 2001) e Ceratitis
(Meixner et al., 2002; Bonizzoni et al., 2002, 2000; Baliraine et al., 2004), Musca
domestica (Krafsur et al., 2005) e em espécies-vetores de doencas, principalmente
os mosquitos dos géneros 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 géneros Glossina (Ouma et al., 2007,
2006, 2003; Krafsur et al., 2002; Krafsur, 2002; Krafsur et al., 2001; Solano et al.,
2000) e Simulium (Dumas et al., 1998). Além de inimeros estudos associados a
caracterizacdo de “primers” de microssatélites como descrito para as espécies
Stomoxys calcitrans (Gilles et al., 2004), Stomoxys niger niger (Gilles et al.,
2005), Musca domestica (Chakrabarti et al., 2004; Endsley et al., 2002),
Cochliomyia hominivorax (Torres et al., 2004; Torres & Azeredo-Espin, 2005),
Lucilia illustris e Lucilia sericata (Florin & Gyllenstrand, 2002), Scatophaga
stercoraria (Watts et al., 2005), Glossina morsitans e Glossina palidipes (Ouma et
al.,2006,2003), Glossina palpalis (Solano et al., 1998).

Para H. irritans, apesar de sua grande importancia econdmica e veterindria
nas Américas, poucos sdo os estudos genéticos conduzidos nesta espécie e nenhum

envolvendo a caracterizacdo e utilizacdo de marcadores microssatélites.
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Objetivos

O objetivo geral deste projeto foi o isolamento e a caracterizagdo de marcadores
microssatélites polimoérficos para H. irritans.

Os objetivos especificos foram:

- Construcdo de uma biblioteca enriquecida em microssatélites do genoma
nuclear de H. irritans;

- Identificacdo e selecdo de “primers” especificos para as regides
flanqueadoras dos microssatélites;

- Padronizacdo de reacdes de PCR para amplificacio dos locos de
microssatélites;

- Avaliacdo do potencial de polimorfismos dos locos isolados em H. irritans;
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Metodologia

Amostras de Haematobia irritans

Para a construcdo da biblioteca de microssatélites, foram utilizados 10
individuos adultos de H. irritans de cada localidade, sendo provenientes de coletas
realizadas diretamente em animais infestados em Paso Mufoz/Uruguai e
Caraguatatuba/SP/Brasil. Estas amostras foram armazenados a -70°C no
Laboratorio de Genética Animal, UNICAMP.

Para a padronizac¢do inicial das condi¢des de amplificacdo foram utilizados
trés individuos, sendo dois de Candiba/BA e um de Caraguatatuba/SP.

Para a avaliacdo de polimorfismos foram analisados 40 individuos de H.
irritans, sendo 20 coletados em Candiba/BA e 20 coletados em Caraguatatuba/SP.
O DNA gendmico destas amostras foi extraido pelo método de fenol-cloroférmio

(Infante-Vargas & Azeredo-Espin, 1995) adaptado para microcentrifuga.
Extracao e Digestao do DNA Genémico

O DNA gendmico foi isolado a partir de 20 individuos adultos de H. irritans
provenientes do Uruguai e de Caraguatatuba utilizando-se o kit “Puregene™ DNA
Purification System” (Gentra Systems), de acordo com instru¢des do fabricante. O
DNA gendmico foi quantificado em gel de agarose 0,8% tendo como padrdo de peso

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

A obtencdo da biblioteca gendmica enriquecida em regides microssatélites de
repeticdoes CA e CT foi realizada utilizando-se protocolos descritos por Billotte et al.

(1999) adaptados por Torres & Azeredo-Espin (2005).
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Apo6s a extracdo do DNA foram feitas diluigdes das amostras nas proporgoes
1:10 e 1:20 para a subseqiiente visualizacdo em gel de agarose 1%. Neste, foram
aplicados 10 pL das diluicdes e, como padrdo de peso molecular, foram aplicados
250 ng e 125 ng de “A DNA/Hind IIl Fragments” (0,5 ug/uL). Foi estimada uma

concentracdo de 1 ug/uL para a amostra de DNA de H. irritans.

Num volume final de 100 pL com 4 mM de espermidina foram acrescentados
6 ug do DNA, e 50 U da endonuclease de restricdo Rsal. A incubacdo 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%

apos corrida a 60 Ve corado com brometo de etideo por 20 minutos.
Ligacao de Adaptadores

Num volume final de 50 pL foram adicionados 6 uL de DNA digerido, 4U de
T4 DNA ligase, 0,4 uM de cada um dos adaptadores Rsa21 (5" CTC TTG CTT ACG
CGT GGA CTA 37) e Rsa25 (5° TAG TCC ACG CGT AAG CAA GAG 37). Ap6s 2h a
20°C no termociclador, os adaptadores se ligaram as extremidades abruptas do

DNA.
Pré-amplificaciao dos fragmentos ligados aos adaptadores

Esses fragmentos ligados aos adaptadores foram, posteriormente, pré-
amplificados a fim de aumentar a quantidade de material e garantir que a ligacdo
tenha ocorrido na etapa anterior. Esta amplificacdo foi realizada utilizando-se SuL

da ligacdo, 3U de Tag DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP e 0,4

uM 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
extensao final foi de 72°C por 8 min.

Apo6s verificacdo da amplificacdo em gel de agarose, os produtos da pré-
amplificacdo foram purificados com o kit “Quiaquick PCR purification kit”
(Quiagen), conforme instrugdes do fabricante.

O processo de enriqueciemento foi realizado através da hibridizacdo de
oligonucleotideos marcados com biotina complementares as seqiiéncias 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 solu¢do SSC

0,5X (“Standard Saline Citrate” - solu¢do estoque 20X com composi¢do 3 M Cloreto

de sddio; 0,3 M Citrato de sédio).

O DNA purificado foi diluido na proporcdo 1:5 e incubado a 95°C por 15
minutos para promover sua desnaturacao.

O enriquecimento com as duas sondas complementares as seqiiéncias
repetitivas AG e AC (50 pM) previamente marcados com biotina, foram
adicionados a solu¢do de DNA ligado a adaptadores. Os fragmentos ligados as
sondas marcadas com biotina foram recuperados através do uso das esferas
magnetizadas recobertas com estreptavidina (“Streptavidin Magne Sphere” -
Promega) que foram atraidas por um ima posicionado lateralmente ao tubo em um
suporte (Promega). As esferas hibridizadas aos fragmentos de interesse foram

ressuspendidas em soluc¢ao de SSC 0,1X e magnetizadas por 30 s.
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Am plificacao dos fragmentos selecionados via PCR

Estes fragmentos recuperados que devem conter microssatélites foram
amplificados por PCR para gerar mais fragmentos, utilizando “primer” Rsa2l
complementar as seqiiéncias dos adaptadores e as seguintes condi¢des: 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, € uma

extensao final de 72°C por 5 min.

Clonagem dos fragmentos

Dos produtos desta amplificacdo, 6 pL foram ligados a 1 pL 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 quimico
com tampao de transformacdo (KCl 1M, CaCl..2H-0 0,3 M, MgCl, 2M e 10% de
PEG 6000), adaptado de Sambrock et al 1989. Em seguida, as células
transformadas foram plaqueadas em meio LB sélido contendo ampicilina (50
mg/mL), 60 uL de IPTG e 60uL de X-Gal. As placas foram incubadas invertidas por

18 horas em estufa para crescimento de colonias a 37°C.
Am plificacido dos insertos clonados

Com os objetivos de identificar os clones contendo microssatélites e verificar
a eficiéncia do procedimento de enriquecimento e clonagem, realizou-se uma
reacdo de PCR com DNA do clone em cultura permanente, usando 0,5 pM do
adaptador Rsa2l como “primer” e a programacdo 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

extensao final de 72°C por 8 min.
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Figura 6. Esquema da metodologia empregada para a constru¢ao da biblioteca de
microssatélites de H. irritans (A-G), seqlienciamento dos insertos clonados (I),
desenho de “primers” (J), otimizacdo das amplificacdes e verificacio de
polimorfismo (L-N).
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Seqiienciamento, analise das seqiiéncias e desenvolvimento de

“primers”

Os clones recombinantes foram selecionados e o DNA plasmidial foi extraido
através de minipreparacdo alcalina (Sambrook et al., 1989), (figura 7-H). A
presenca de inserto foi verificada através da digestdo dos plasmidios com a
endonuclease de restricao EcoR 1.

Em seguida, os insertos clonados foram seqiienciados no seqiienciador
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 instruc¢des do kit “Big Dye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction kit v. 3.17 (Applied Biosystems). Os ciclos de
amplificacdo foram: um ciclo inicial de 96° C por 1 min e 30 s, 40 ciclos de 96° C por
12 s, 50°C por 6 s e 60°C por 4 s. A reacdo foi purificada utilizando-se o “kit”
QIAquick (Quiagen).

As seqiiéncias 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 verificacdo de redundancia entre elas.

Os pares de “primers” complementares as seqiiéncias flanqueadoras das
regides de microssatélites foram desenvolvidos utilizando-se o programa Primer3
(Rozen et al., 2000). Foram considerados: um tamanho de 18 a 20 nucleotideos,
uma temperatura de fusdo entre 45 a 60°C (diferenca de no méaximo 2°C entre os
oligonucleotideos de cada par), a presenca de C ou G na extremidade 3’ em ambos
os “primers” do par, um produto de amplificacio com tamanho entre 100 a 250 pb

e uma composi¢do de C+G superior a 40 %.
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Uma vez definidos os “primers”, as condicdes iniciais de amplificacdo foram
conforme descrito em Torres et al. (2004) e otimizadas para cada par de “primers”.

As temperaturas de hibridizacdo dos “primers” estdo descritas na tabela 2.

Deteccao e caracterizacio do polimorfismo dos locos de microssatélites

As regides de microssatélites foram amplificadas em termociclador PTC-100
(MJ Research) incluindo um ciclo inicial de desnaturag¢do de 94°C por 5 min,
seguido de 35 ciclos contendo uma etapa de desnaturacdo de 94°C por 45 s; uma
etapa de hibridizacdo de “primers” cuja temperatura variou entre 45 e 65°C por 45
s € uma ultima etapa de extensdo a 72°C por 45 s. O ciclo final incluiu uma
extensdo a 72°C por 30 min. As reacdes de PCR continham de 5 a 10 ng de DNA, 10
mM Tris-HCI - pH 8,3, 50 mM de KCl, 1.5 mM de MgCI2, 0.5 mg/mL de albumina
bovina sérica (BSA), 250 uM de cada dNTP, 0.6 uM de cada oligonucleotideo e 1 U
de Tag DNA polimerase (Invitrogen).

Para verificacdo da reacdo, os produtos de PCR foram separados em gel de
poliacrilamida 10% sem uréia em cuba modelo V-16 (Gibco BRL/ Life Technologies)
e tampdo TBE 1% (Tris-Borato-EDTA). A visualiza¢do foi feita através de coloracdo
com nitrato de prata (Sanguinetti ef al., 1994).

Apé6s esta avaliacdo preliminar da eficiéncia da reacdo, os produtos
amplificados foram analisados em gel de acrilamida 6% desnaturante: os produtos
de PCR foram acrescidos de tampao de corrida eletroforética desnaturante (10 mM
NaOH, 0,05% xilenocianol p/v, 0,05% azul de bromofenol p/v, 10 mM EDTA em
soluc¢do 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 seqiienciamento
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manual Modelo SA (GibcoBRL Sequencing System — Life Technologies), utilizando
tampao TBE 1X com temperatura controlada a 50°C e 45W de poténcia.
Anteriormente a aplicacdo das amostras, o gel de poliacrilamida foi submetido a
uma pré-corrida 55W a 50° por até 2 horas.

Ap6s a coloracdo e secagem ao ar livre, o gel foi fotografado em cadmera
digital. A andlise dos produtos de PCR foi realizada diretamente no gel seco. Os
tamanhos dos alelos foram estimados através da comparac¢do com o tamanho do
alelo clonado (controle positivo) e o padrdao de peso molecular “DNA Ladder” 10 pb

(Invitrogen).
Analises dos dados de microssatélites

Para cada loco de microssatélite, foram estimados o tamanho médio dos
produtos de PCR, o nimero de alelos por loco, a heterozigosidade observada e a
esperada. A heterozigosidade esperada ndo enviesada (Nei, 1978) foi calculada

através da seguinte formula:

H=n/(n-1) [ 1-(Zqi ?)],

Onde n é o niimero de alelos e qi € a freqiiéncia do alelo na populacgio.

Cada loco foi testado para verificar desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg,
utilizando testes implementares no programa GENEPOP (Raymond & Rousset,
1995).

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg foram testados através do teste
exato de Guo & Thompson (1992) calculados através do algoritmo implementado
no programa GENEPOP - versido 1.2 (Raymond & Rousset, 1995), sendo os niveis

estatisticos de significancia ajustados através de uma correcdo seqiiencial de
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Bonferroni (Rice, 1989). A correcdo de Bonferroni é um ajuste estatistico de dados
para multiplas comparagdes que tem sido amplamente utilizado e tem como
conseqiiéncia a reducdo do erro de tipo I (concluir que sdo diferentes quando sdo
iguais) por aumentar o valor do alpha (a). Uma forma simples de realizar este
ajuste, é dividindo o alpha aceitavel (a=0,05) pelo nimero de comparagdes que
queremos fazer (n). Logo, para qualquer comparacdo ser considerada significativa,
o valor de P obtido deveria ser menor que valor de P corrigido e ndo 0,05, quando
ndo se usa a corre¢do. Este ajuste torna mais dificeis as chances de se encontrar um

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

aumentar os niveis de aceitabilidade.

Resultados

Construcio da biblioteca genémica

A eficiéncia de recuperacdo de microssatélites da biblioteca gen6mica de H.
irritans foi verificada através de um alinhamento das seqiiéncias no programa
CodonCode Aligner (CodonCode Co.). A ocorréncia de redundancia, ou seja, a
presenca de multiplas seqiiéncias de um mesmo loco foi identificada pela andlise
do alinhamento das seqiiéncias de microssatélites.

A figura 7 contém um esquema que resume os resultados obtidos através
desta andlise. Do total de 109 insertos seqiienciados, 103 continham
microssatélites. Destes, 73 possuiam microssatélites com mais que sete repeticdes
em série. Das seqiiéncias selecionadas, foram utilizadas 16 para andlise e selecdo de

“primers” para amplificacdo da regido de microssatélites. Pode-se observar que a
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eficiéncia do enriquecimento da biblioteca foi de 67% e a efici€ncia para

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

109 seqiiéncias

103 seqiiéncias
com
microssatélites

30 seqiiéncias com
microssatélites < 7

6 seqiiéncias sem
microssatélites

73 seqiiéncias com
microssatélites > 7 repeticoes

repeticdes
43 seqiiéncias 5 seqiiéncias para 25 seqiiéncias
redundantes desenho de “primers” dlesenrindlas:
- tamanho da seqiiéncia
muito grande;
- baixa qualidade das
. regides flanqueadoras;
11 seqiiéncias para L BB - microssatélites
desenho de descartadas préximos ao vetor.
“ o »
primers »(16 locos

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

Em relacdo aos motivos encontrados nas seqiiéncias que continham
microssatélites, a figura 7 ilustra propor¢des encontradas: 85% dos microssatélites
continham motivo (CA),, 0s outros 15% continham motivos (GA),, entre outros,

sendo um trinucleotideo e dois tetranucleotideos.
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Proporgoes de motivos encontrados no total de microssatélites
2%
1%

o CA

m GA

O trinucleotideos

m tetranucleotideos

85%

Figura 8. Gréfico que demonstra as proporgdes dos motivos de microssatélites
no total de seqiiéncias.

Selecdo de “primers” e otimizacao das reacoes de PCR

Dezoito pares de “primers” (nomeados como HIO1 a HI18) foram
selecionados com base nas regides flanqueadoras dos microssatélites e avaliados
quanto a eficiéncia de amplificacdo durante a padronizacao das condi¢des de PCR.

Dois pares de “primers” foram retirados da andlise por que representavam o
mesmo loco. Nao foi possivel padronizar eficientemente a amplificacio dos locos
HIO1 e HI1l, portanto estas regides nao foram analisadas (tabela 1). Trés locos
foram considerados monomorficos:

- HI2: (CA)s, com “primers” D: AAACCACGTGTGCACTTC e R:
CTTGCAATAGCGAGATCAG, condigdes de padronizacdo: Ta= 62°C e 1,2 mM
MgCl: e tamanho do alelo de 135 pb.

- HIIS: (CA)p, com “primers” D: ATACGCTGCTCTTCTTGC e R:
CGTATTTCTTTCAATTTTGC, com as mesmas condigdes de padronizacio e

tamanho do alelo de 151 pb.
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- HII8: (CA)i, com “primers” D: AACTGAAGCATGCCAAAC e R:
AGTGATGGGGATGTTGTG, mesmas condi¢des dos locos acima e tamanho do alelo

de 205 pb.

Tabela 1: Relacdo dos locos excluidos das andlises por ndo terem tido &xito na

padronizagdo.
Motivo Seqiiéncia dos “primers”
Loco .ps
repetitivo (5°- 3?)
D: CTACGCATAGAGTCATCATC
HIO1 (CA)1y
R: CTTTATTACATTGATCGTATGC
D: CTACGCATAGAGTCATCATC
HIO2 (CT)4(CA)10
R: GGCATTTCATTACTGTTTC
D: GACAGCTCAGCCATCTCG
HI04 (GA)24
R: TCTTGCTTACGCGTGGAC
D: TTACGCATAGAGTCATCATC
HI06 (CA)s
R: GGCATTTCATTACTGTTTC
D: GCGCTGTAAATTCACCAAG
HIll (AG)s

R: CCTCAAACATATGTCCTTCG

Os locos HIO1, HIO2 e HIO6 (tabela 1) referem-se a um & mesmo loco. Devido
a esta redundancia e a dificuldade de padronizacdo dos mesmos, eles foram
removidos da anélise.

Dentre as dificuldades encontradas no processo de amplificacio do conjunto
de 40 amostras de H. irritans para identificacdo de polimorfismos, a auséncia de
amplificacdo dos alelos de um dado loco ocorreu na andlise de alguns individuos. O
loco HI04 (tabela 1) ndo foi amplificado para mais da metade das amostras e,
portanto, foi excluido das andlises. Apds andlise 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 € sugerido pelo excesso de homozigotos verificado.
Para os locos HIOS5, HI16 e HI17 nao geraram produtos de PCR para,
respectivamente, um, dois e cinco individuos. Estes locos, entretanto, ndo foram
excluidos das andlises (tabela 2), pois o nimero de amostras que ndo apresentaram
alelos de microssatélite foi baixo em relacdo ao loco HI04. Além disso, esses trés
locos foram testados no Microchecker e nao foi considerada presenca de alelos

nulos.

Ap6s a otimizacdo das reacdes de amplificacdo, foi avaliado o grau de
polimorfismo para os locos HI03, HIOS5, HIO7, HIO8, 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
ntimero de alelos por loco, o intervalo de tamanho dos alelos, a freqiiéncia de alelos
observados (tabelas 2 e 3). Foram calculadas a heterozigosidade observada e a
heterozigosidade esperada, de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, como

descrito na tabela 3.

O numero 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 foide 0,1421a 0,7702 (tabela 3).

Quanto ao teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg, os valores P estdo
associados a hipétese nula (“unido aleatéria dos gametas™) e nivel de significincia

a=0,05.

Os locos HIO03, HIOS, HIO7, HIO8, HI09, HI10, HI13, HI14, apds correcao

seqiiencial de Bonferroni (Rice, 1989), admitem que estes valores estdo dentro do
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esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. Os locos HI16 e HI17 possuem
desvios significativos do equilibrio esperado de Hardy-Weinberg. . Estes locos
foram analisados quanto ao Equilibrio de Hardy-Weinberg, considerando-se as
populacdes de Candiba/BA e Caraguatatuba/SP separadamente. Desta forma, o
loco HI16 possui os valores de P iguais a zero para ambas as populagdes
geograficas. J4 o loco HI17, possui os valores de P iguais a 1,0000 (Candiba/BA) e
0,0782 (Caraguatatuba/SP). Portanto, quando consideradas duas populacdes, o
loco HI17 estd em equilibrio de Hardy-Weinberg e o loco H/16 mantém-se em
desvio pelo esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg.

Podemos observar baixa variabilidade genética nos locos HI03, HIO7 e HI09,

com valores de heterozigosidade inferiores a 0,5 (tabela 2).
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Tabela 2. Caracterizacdo dos locos de microssatélites, condi¢gdes de otimizacdo e andlise
polimorfismo.

Numero

Ta

: Seqiiéncia dos “primers”
Loco de Acesso reMg:il:i(zfo [MgCl, a , ’p N. L
Genbank p ] (5°-3)
60°C  D: TCTATCTCCGTCGCCATC 206-
HIO3  EF629377 (CCGT)s LomM 3 5o
,2m R: GCTTGTTTCGTTCGGAAG
60°C  D: CACACCCACACACAGTGG 136-
HIO5 EFe29378  (GA)3 8 176
1,2 mM R: CGCGATCCTCAATTCAAC
62°C  D: GCAACCGTGGAGGAGTAG 210-
HIO7  EFR629379 (CA)9 3 o8
1,2 mM R: GGCTCTTTGAAGATGAGTTG
62°C  D: AAAACACCCCATCATTGC 168-
HIO8  EF629380 (AG)9 4
1,2 mM R:CCTTTGGTTCTGTTGTCTGG
58°C  D: CTTGTGCCAACATTTTTC 156-
HIO9  EF629381 (AC)s 2 53
1,5 mM R: CAGCTACACTGAATTTATGG
56°C  D: GGTTTCACATTATGTTTGG 204-
HI10  EF629382 (AC)9 3 5
I,5mM R:CCCGTTTTATGGTAGACAC
56°C  D:TGTTGAGAAGGAACATCAAC 182-
HII3  EF629383 (CA)s 4 on
L5 mM R:TGACAATCTTCGTTTGTTTG
58°C  D: CAACTGCAATCAATCAATC 204-
HI14  EF629384 (CAA)7 4 S
1,5 mM R: TGAAAAATCTCTTGTGTTTC
62°C  D: CGTCTTAAAGGCAACACC 206-
HI16  EF629385 (CA)s 5 S
1,5 mM R: CTCAGACATCCTGCATCC
58°C  D: CCATTTCTGGTGGTTGAG 144-
HIIT  EF629386 (AG)9 4 54

L5 mM R: TCCCCATACGAAATAAACC
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Tabela 3. Caracterizagdo dos locos polimérficos em H. irritans.

Freqiiéncia
Locos . He Ho Valor P
alélica

1- 0,0625
HI03 2-0,0125 0,1421 0,1500 1,0000
3-0,9250

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

HIOS 0,7702 0,5897 0,0304

1- 0,2875
HIO7 2-0,6500 0,4972 0,4250 0,2769
3-0,0625

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

HIOS 0,6411 0,6750 0,1731

1- 0,2000

HI09 2-0,8000

0,3241 0,2500 0,1612

1- 0,5750
HII0 2-0,1750 0,5835 0,6000 0,2223
3-0,2500

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

HII3 0,6813 0,6750 0,0815

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

HI14 0,6402 0,6500 0,9749

1- 0,3816
2-0,3684
HIl6 4-0,0132 0,6402 0,1579 0,0000%*
5-0,0263
3-0,2105

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

HI17 0,5586 0,4000 0,0223%*

N,= Nuimero de alelos por loco; I.= intervalo de tamanho de alelos; H,= heterozigosidade observada;
H.= heterozigosidade esperada. Valor P = teste que verifica a compatibilidade dos dados.
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Testes exatos para desequilibrio de ligagdo foram realizados entre pares de
locos (tabela 4). Para este teste, a hipotese nula (Ho) testada foi “gendtipos de um
loco sdo independentes dos gendtipos de outros locos”. Valores de P menores que
0,05 significam que os locos estdo em desequilibrio de ligacdo. Na tabela 4, testes
exatos pelo método de Fisher avaliaram o desequlibrio de ligacdo. Para estes
célculos 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
distribuicdo da probabilidade exata sobre a hipdétese nula, que ndo € afetada por
alelos raros ou de pequeno tamanho amostral, baseado em Raymond & Rousset
(1995).

Os valores P foram ajustados pela correciao seqiiencial de Bonferroni. Neste
caso (tabela 4), temos 45 comparacgdes par a par e mantivemos a=0,05 de nivel de
significancia. Dividimos a pelo nimero de testes (n=45) e tivemos um valor de P
corrigido igual a 0,0011111. Logo, para qualquer comparag¢do ser considerada
significativa, o valor de P obtido deveria ser menor que valor de P corrigido € ndo
0,05, quando nao se usa a corre¢do. Nao foi verificado desequilibrio de ligacao

entre os pares de locos.
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Tabela 4. Testes exatos para verificacdo do desequilibrio de ligacdo para cada par de loco (método

de Fisher).
HIO0S HI07 HI0S8 HI09 HI10 HI13 HI14 HI16 HI117
HI03 00633124 00(’)607259 0,917 1,000 0,065 0,525 0,454 0,012* 0,529
’ ’ 0,0071 0,050 0,0012 0,0019 0,0016 0,001 0,0021
HIOS 0,857 0,114 0,953 0,441 0,045* 0,971 0,743 0,236
0,005 0,0013 0,010 0,0015 0,001 0,0125 0,0036 0,0013
HI07 ) 0,992 0,698 0,649 0,476 0,764 0,570 0,607
0,0250 0,0031 0,0028 0,0017 0,0038 0,0023 0,0024
HIOS ) ) ) 0,644 0,698 0,389 0,780 0,922 0,558
0,0026 0,0033 0,0015 0,0042 0,0083 0,0022
HI09 ) ) ) ) 0,262 0,865 0,470 0,527 0,474
0,0014 0,0062 0,0016 0,0020 0,0017
HI10 ) ) ) i i 0,619 0,855 0,024* 0,040%*
0,0025 0,0045 0,001 0,001
0,975 0,861 0,002*
HI13 ) ) ) i i ) 0,0167 0,0055 0,001
0,238 0,482
HI14 ) ) ) ) ) ) ) 0,0013 0,0018
0,492
HI16 ) ) ) i i ) i 0,0018

Para cada par de locos, o valor superior corresponde ao valor de
de P corrigido; * indica que o valor de P é menor que 0,05.

Discussao

Isolamento e caracterizacio de locos de microssatélites

P e o valor inferior, ao de valor

A construcdo 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, seqii€éncias de

DNAmt, RAPD) acessam baixo grau de variabilidade genética em populacdes
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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 sdo potencialmente importantes para andlises genéticas
da mosca-dos-chifres. Entretanto, por ndo haver locos de microssatélites
caracterizados para esta espécie no GeneBank, este trabalho € pioneiro para H.
irritans e, a partir dele, serd possivel realizar futuramente, uma ampla anélise da
variabilidade genética e da estrutura de populacdes naturais deste ectoparasita
utilizando estes marcadores.

Com esta estratégia de isolamento, pode-se observar uma eficiéncia de
enriquecimento de 67% e uma efici€éncia para obtencdo de “primers” de 22%, que
corresponde a 16 locos isolados. Este nimero poderia ser maior se ndo houvesse

sido encontrada redundéncia entre seqiiéncias.

A ocorréncia de um nivel basal de redundancia é esperada de acordo com a
técnica de construcdo da biblioteca genomica, devido a artefatos de técnica
produzidos na etapa de pré-amplificacdo que ocorre apds a ligagdo dos adaptadores
e na etapa de amplificacdo ap6s a selecio dos fragmentos marcados com biotina
(Zane et al.,, 2002). Porém, uma alta taxa de redundancia pode estar associada a
aspectos intrinsecos da evolu¢do molecular do genoma desta espécie. A presenca de
elementos mdéveis que promovem a dispersdo do DNA repetitivo juntamente com
suas regides flanqueadoras foi descrita para Lepidoptera (Zhang, 2004) e sugerida
para explicar a origem da redundéncia observada. Embora seja uma possibilidade,

neste trabalho, ndo foi investigada a presenca destes elementos.
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Apesar de a biblioteca ter sido enriquecida tanto para motivos CA quanto para
motivos GA, este ultimo 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), sdo predominantes em insetos (Katti
et al.,2001; Torres et al., 2004; Torres & Azeredo-Espin, 2005, 2007).

O nimero de alelos determinado através da observagdo direta dos géis foi
baixo, variando de 2 a 8, com uma média de 5 alelos por loco. Muitas andlises
similares em numero de locos e de individuos em outras espécies de dipteros
revelaram médias mais altas ou similares como, por exemplo, 8,5 em Musca
domestica (Endsley et al., 2002), 9,5 em Anopheles sacharovi (Guillemin et al.,
2003), 8,2 em Scathophaga stercoraria (Garner et al., 2000), 6,9 ¢ 7,9 em
Cochliomyia hominivorax (Torres et al., 2004; Torres & Azeredo-Espin, 2005
respectivamente) , 5,7 em Chrysomya albiceps (Torres & Azeredo-Espin, no prelo),
5,5 em Lutzomyia longipalpis (Watts et al., 2002), 5,2 em Drosophila
melanogaster (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 provaveis explicacdes para o nimero 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 histéricos de efeito gargalo seguido de uma expansido populacional e de
dispersdo ao longo do continente. O nimero baixo de alelos também foi observado
para outras espécies de dipteros introduzidas, como por exemplo, C. capitata

(Casey & Burnell, 2001) e Stomoxys calcitrans (Gilles et al., 2004). Porém, esta
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intrepretacdo somente poderd ser comprovada futuramente, considerando vdrias

populacdes de H. irritans ao longo da sua distribui¢do geografica.

Neste trabalho, para o teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg, foi possivel
verificar que os valores de P foram maiores que 0,05 para todos os dez locos
polimorficos, exceto HI16 e HI17 (tabela 3). Isto indica que apenas estes dois locos

ndo estdo dentro dos valores esperados pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Estes desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg observados nos
locos HI16 e HI17 possivelmente estdo relacionados a ocorréncia de alelos nulos,
que resultam de mutag¢des nos sitios de hibridizacdo dos “primers” nas regides
flanqueadoras dos microssatélites. Assim, estas regides ndo sdo conservadas com
relacdo ao conjunto de amostras analisado. A ocorréncia de alelos nulos pode
comprometer a amplificacdo de loco afetado e, conseqiientemente, sua aplicacdo em
estudos de genética de populacdes, sendo que sua presenca pode levar a
interpretacdo de que estd ocorrendo uma diminui¢cdo (ou mesmo auséncia) de
heterozigotos para um dado loco. A anadlise de desvios no equilibrio de Hardy-
Weinberg permite a deteccdo de excesso de homozigotos que pode indicar este
fendmeno, ou seja, a presenca de alelos nulos.

Entretanto, analisar se os locos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg
implica em algumas questdes bioldgicas desta espécie. Os desvios significativos
deste teste podem ser explicados por (1) tamanho amostral pequeno, (2)
acasalamentos ndo aleatorios, (3) efeitos de migracgdo, (4) mutacio e selecao.

1- No caso da analise com 40 individuos, o ndmero de individuos analisado é

consideravelmente adequado, apesar de representar amostras de duas regides
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geograficas (Candiba/BA e Caraguatatuba/SP) e ndo duas populacdes
conhecidamente distintas. Todavia, como a mosca-dos-chifres é uma espécie
introduzida, a reducdo da variabilidade genética pode ser considerada devido a
fatores historicos de efeito gargalo e subseqiiente deriva genética, de acordo com
valores apresentados anteriormente para outras espécies de dipteros introduzidos.
2- Em relacdo a acasalamentos ndo aleatdrios, os processos demograficos e
sistemas de acasalamento submetidos a fendmenos como o Efeito Wahlund
(subdivisao populacional por isolamento) e endocruzamento também causam
déficit de heterozigotos. Porém, neste caso, todos os locos analisados devem
apresentar o mesmo padrdo de ocorréncia de déficit de heterozigotos, o que nao

ocorreu.

3- No Brasil, a circulagdo de animais de rebanho € alta entre propriedades
rurais de regides diferentes. Isto pode vir a acarretar uma migragao passiva das
moscas-dos-chifres através dos animais infestados. Além desta possibilidade, as
moscas-dos-chifres sdo capazes voar por longas distancias 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 mutacdo e selecdo, os microssatélites sdo marcadores
seletivamente neutros, mas podem estar associados a outros genes que estariam sob
pressdo de selecdo. Como o uso de inseticidas no Brasil tem sido feito de forma
indiscriminada, os individuos de H. irritans podem estar sendo selecionados

quanto a genes associados a resisténcia genética.
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Os resultados deste trabalho sugerem a presenca de alelos nulos, uma vez que
o fendmeno de déficit de heterozigotos ndao ocorre de forma generalizada, mas
caracteriza apenas alguns poucos locos (HI16 e HI17). Um indicio de que pode se
tratar de alelos nulos seria que a ocorréncia de desvios significativos normalmente
afeta um pequeno conjunto de locos. Mas os resultados podem estar
conjunturalmente relacionados a pressdo de selecdo e ao historico de introduc¢do da

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

Os testes de desequilibrio de ligacdo 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 estdo em desequilibrio de ligacdao. Porém, apds a correcao
seqiiencial de Bonferroni (Rice, 1989), esta ligagdo entre tais locos ndo foi

confirmada.

Embora o objetivo deste projeto tenha sido a construg¢do e caracterizacdo da
biblioteca enriquecida em microssatélites para H. irritans, somente um estudo
populacional nesta espécie poderda testar as hipdteses levantadas a partir da

caracterizagdo destes marcadores.
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Consideracoes Finais

Apesar da grande importincia econdmica e veterindria da mosca-dos-chifres
no cendrio mundial devido ao seu hdbito parasita, poucos estudos genéticos foram
conduzidos para abordar aspectos da estrutura genética de populagdes desta
espécie. Andlises de isozimas, seqiiéncias de DNAmt e RAPD em H. irritans
indicam baixo grau de variabilidade genética em populacdes 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 hip6tese possivel
€ que isto seja conseqiiéncia de um efeito gargalo ocorrido durante a introducao
desta espécie no continente americano. Neste cendrio, a introduc¢do da espécie teria
sido um evento tnico.

Os resultados deste trabalho determinaram 10 locos polimérficos, com baixa
riqueza alélica e baixos valores de heterozigosidade. A ocorréncia de polimorfismo
indica que estes marcadores foram eficientes para revelar variabilidade genética a
partir deste conjunto de amostras representativo de duas populacdes brasileiras da
mosca-dos-chifres.

Este projeto possibilitou de forma pioneira para H. irritans a ampliacdo do
acesso aos estudos sobre variabilidade genética desta espécie através do isolamento
e caracterizacdo de marcadores microssatélites.

Estudos populacionais baseados em uma amostragem mais ampla e
representativa, incluindo amostras da América do Norte e Central e de outras

regides da América do Sul, poderdo contribuir no esclarecimento dos padrdes
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histéricos da introducdo desta mosca na América a partir da aplicacdo dos

marcadores microssatélites caracterizados neste trabalho.
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Anexo

A seguir estd apresentado um artigo cientifico decorrente deste trabalho e aborda o
isolamento de locos de microssatélites, as padroniza¢des das reagdes para os pares
de “primers” desenvolvidos e as caracterizagdes dos locos polimoérficos para a
espécie H. Irritans, submetido para publicagdo na Molecular Ecology Notes (c6digo

de acesso 07/444).

Resumo

A mosca-dos-chifres, Haematobia irritans (L.) (Diptera: Muscidae), é um
ectoparasita de rebanhos que tem causado um grande impacto negativo no setor
pecudrio em todo o mundo. Neste trabalho, descrevemos dez locos polimoérficos
isolados de H. irritans. O nimero de alelos encontrado variou de dois a oito por
loco e a heterozigosidade esperada de 0,1421 a 0,7702. Estes locos sao
potencialmente uteis para caracterizacdo genética em fina-escala para populacdes
de mosca-dos-chifres e fornecem informacdes fundamentais para o manejo desta

espécie e para implementacdo de programas de controle.
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Isolation and characterization of polymorphic microsatellite loci for the
horn fly, Haematobia irritans (L.) (Diptera: Muscidae)
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TATIANA TEIXEIRA TORRES

Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), CP
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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 ef 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 “Puregene™ DNA Purification
System” kit (Gentra Systems) and digested with Rsa 1.
Blunt-ended DNA fragments were linked to specific
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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 pL reactions containing 10 mM Tris-HCI
pH 8.3, 50 mM KCI, 0.5 mg of BSA/mL, 20 uM of
each ANTP, 0.6 nM of each primer, and 1 U of Tagq
DNA  polymerase (Invitrogen) and  different
concentrations of MgCl,, 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



Table 1. Genetic characterization of the polymorphic microsatellite loci isolated from H. irritans.

T, (°C) No. of Repeat motif Size of the Allele
Genbank ‘ individuals  inthe cloned  cloned allele sizerange No. of

Locus accession no. Primer sequence (5’— 3”) [MgCl,] scored allele (bp) (bp) alleles Hy, Hg

HIO3  EF629377  F: TCTATCTCCGTCGCCATC 60°C 40 (CCGT)s 222 206-222 3 0.1500 0.1421
R: GCTTGTTTCGTTCGGAAG 1.2mM

HI05  EF629378  F: CACACCCACACACAGTGG 60°C 39 (GA)»; 164 136-176 8 0.5897  0.7702
R: CGCGATCCTCAATTCAAC 1.2 mM

HI07  EF629379  F: GCAACCGTGGAGGAGTAG 62°C 40 (CA), 214 210-218 3 0.4250  0.4972
R: GGCTCTTTGAAGATGAGTTG 12 mM

HI0O8  EF629380  F: AAAACACCCCATCATTGC 62°C 40 (AG)y 171 168-173 4 0.6750  0.6411
R: CCTTTGGTTCTGTTGTCTGG 1.2 mM

HI09  EF629381  F: CTTGTGCCAACATTTTTC 58°C 40 (AC)s 158 156-158 2 0,2500 0,3241
R: CAGCTACACTGAATTTATGG 1.5 mM

HII0  EF629382  F: GGTTTCACATTATGTTTGG 56°C 40 (AC)y 146 204-212 3 0.6000  0.5835
R: CCCGTTTTATGGTAGACAC 1.5 mM

HII3  EF629383  F:-TGTTGAGAAGGAACATCAAC 56°C 40 (CA)s 184 182-192 4 0.6750  0.6813
R:TGACAATCTTCGTTTGTTTG 1.5 mM

HIl4  EF629384  F: CAACTGCAATCAATCAATC 58°C 40 (CAA), 208 204-214 4 0.6500  0.6402
R: TGAAAAATCTCTTGTGTTTC 1.5 mM

HII6  EF629385  F: CGTCTTAAAGGCAACACC 62°C 38 (CA)s 206 206-214 5 0.1579  0.6402*
R: CTCAGACATCCTGCATCC 1.5 mM

HI17  EF629386  F: CCATTTCTGGTGGTTGAG 58°C 35 (AG)y 240 144-154 4 0.4000 0.5586*
R: TCCCCATACGAAATAAACC 1.5 mM

analyzed on denaturing 6% polyacrylamide sequencing
gels followed by silver staining using methods of Creste
etal (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 pL
reactions containing 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM
KCL, 0.5 mg of BSA/mL, 20 uM of each dNTP, 0.6 nM
of each primer, and 1 U of Tag DNA polymerase
(Invitrogen) and different concentrations of MgCl,, 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
etal (2001). Eleven from the 16 loci analyzed were
polymorphic (Table 1). Each polymorphic locus was
tested for deviations from Hardy—Weinberg equilibrium
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T, = Annealing temperature; [MgCl,] = Magnesium chloride concentration; H,= observed heterozygosity; Hy = expected heterozygosity.

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 H//6
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



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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