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RESUMO

Dermatobia hominis (Linnaus Jr.) conhecida popularmente como mosca do berne, €
uma das principais causadoras de miiase priméria em vertebrados, sendo uma das principais
pragas da pecudria nacional, causando grandes prejuizos a industria coureira, laticinios e
frigorificos.

A mosca do berne apresenta uma biologia interessante e ciclo de vida bastante
peculiar, o que dificulta a observagdo da espécie na natureza e a manutencdo desta em
laboratdrio. Por estes motivos, a caracterizagdo da variabilidade genética e da estrutura
populacional sio importantes ferramentas na compreenséo da evolugdo de D. hominis. Para
este fim, foram utilizadas as técnicas de RAPD, com seis populagdes, e de RFLP do DNA
mitocondrial, com doze populagdes. Os resultados foram comparados entre si e com
estudos anteriores. Além disso, foram comparadas diferentes abordagens que podem ser
aplicadas aos dados obtidos com RAPD.

Os resultados de RAPD e RFLP do DNA mitocondrial sugerem que a espécie
comporta-se como uma metapopulaggo, na qual as populagdes sdo altamente variaveis ¢
apresentam fluxo génico entre si.

Quanto as diferentes abordagens aplicaveis aos dados de RAPD foi observado que
as medidas de Dice e Jaccard, calculadas a partir da matriz completa, e a distdncia de Nei
(1972) calculada com as modificagdes de Lynch & Milligan (1994), foram as mais
adequadas ao estudo da variabilidade de D. homrinis.

Com o uso do RFLP do mtDNA foram detectados setenta ¢ dois haplotipos, o que

denota alta variabilidade para a espécie.



ABSTRACT

Dermatobia hominis (Linnaus Jr.), the human bot fly, is one of the most important agent of
primary myiases in vertebrates and one of the most important pests of the national cattle
breeding and causes large losses in the industry of leather, milk and meat.

The bot fly has an interesting biology and a very peculiar life cycle. These facts
make difficult to observe the specie in nature and to breed it in laboratory. Due to these
reasons, the characterization of the genetic variability and structure are important tools in
the understanding of the D. hominis evolution. Techniques based on RAPD, with six
populations, and RFLP of mitochondrial DNA, with twelve populations were applied for
this purpose. Estimates of several biometrical procedures applied to the data were
compared. Comparisons were also made with results of previous studies. Different
approaches for analyzing RAPD data were also compared.

The results of RAPD and mtDNA suggest that the specie behave as a
metapopulation whose populations are variable and present gene flow among themselves.

Results of different methods based on RAPD indicated that the Dice and Jaccard
measures, calculated from the complete matrix of data, and of Nei distances (1972) with the
modifications of Lynch & Milligan (1994) were more adequate for the study of the
variability of D. hominis.

With the use of mtDNA RFLP, seventy-two haplotypes were detected, indicating

high variability for this specie.



I Introducio

1.1 Miiases e a espécie Dermatobia hominis

O termo miiase designa a infestagdo causada por larvas de dipteros em o6rgdos ou
tecidos de animais, incluindo a espécie humana. Hope (1840) utilizou, pela primeira vez, o
termo (do grego myia, mosca), para diferenciar estas doencas daquelas causadas por larvas
de lepidopteros e coleopteros. Zumpt (1965), definiu mifase como sendo a infestagfo de
vertebrados vivos por larvas de dipteros que, em pelo menos uma fase do desenvolvimento,
alimentam-se de tecidos vivos ou mortos do hospedeiro, de suas substincias corporais
liquidas ou do alimento por ele ingerido. Estes vertebrados usualmente infestados séio
mamiferos, aves e répteis (revisdo em Hall & Wall, 1995).

As diferentes formas de miijases tém sido classificadas segundo dois critérios: o
critério anatbmico, baseado na parte do corpo do hospedeiro que foi infestada (miiase
cutdnea, mifase nasal, etc) e o critério parasitologico, que descreve o tipo de relagdo entre
parasita-hospedeiro (Hall & Wall, 1995).

Segundo o critério parasitologico, existem dois grupos de espécies causadoras de
miiase, as que sdo parasitas obrigatorias, que se desenvolvern necessariamente em
hospedeiros vivos, e as parasitas facultativas, que podem se desenvolver em hospedeiros
vivos ou mortos. Os parasitas facultativos podem ser divididos em dois grupos: espécies
causadoras de miiases primdrias, cujas larvas sfo capazes de iniciar a doenga; e espécies
causadoras de miiases secunddrias, que ocorrem depois que as espécies obrigatdrias ou

primarias tenham desenvolvido a ferida (Zumpt,1965 em Hall & Wall, 1995).



Dentre os dipteros causadores de miiases, destacam-se os pertencentes as familias
Calliphoridae, Oestridae e Sarcophagidae, que incluem espécies de grande importincia
clinica e econémica por infestarem o homem e causarem grandes prejuizos 4 pecudria (Hall
& Wall, 1995).

Na familia Oestridae destaca-se a espécie Dermatobia hominis (figura 1)
pertencente 4 sub-familia Cuterebrinae (Hall and Wall, 1995), conhecida pelo nome vulgar
de mosca do berne. Esta espécie € a principal causadora de miiase do tipo furuncular ¢
dermal no homem, animais domésticos ¢ silvestres.

D. hominis apresenta ampla distribui¢do geografica ocorrendo do sul do México
(24-26 °N) 20 norte da Argentina (30-32 °S), em todos os paises da América Latina exceto
o Chile ( Roncalli & Usher,1988; Uribe et. al., 1989).

O grande impacto econdmico devido ao prejuizo causado pelas larvas de D. hominis
nas industrias coureiras, de laticinios e frigorificas estimularam vérios estudos sobre a
biologia, comportamento e estrutura da populagSes desta espécie.

A mosca do berne foi primeiramente descrita por Linnaeus Jr. 1781, e recebeu o
nome de Oestrus hominis, pelo fato de suas larvas terem sido encontradas primeiramente
parasitando a espécie humana. O histérico dos estudos com D. hominis demonstra que esta
mosca recebeu diversos nomes especificos, j& que era descrita algumas vezes por sua larva
e outras através do adulto, que levaram muito tempo até serem definitivamente associados.
Em 1903, a espécie foi definida como Dermatobia hominis por Ward (Guimarges &

Papavero, 1966).



Figura 1: A) Dermatobia hominis adulto .B)Vetor com os ovos da
mosca do berne (indicado na seta) presos ao seu abdéomen. C) Larva
de terceiro estadio da mosca do berne.



A dificuldade encontrada na sistematica da espécie também € encontrada no estudo
da morfologia e ecologia pois, D. hominis apresenta caracteristicas bastante peculiares. Os
adultos refugiam-se em florestas, matas galeria e bosques de eucaliptos (Andrade,1929 em
Guimardes & Papavero, 1966), pois sdo muito suscetiveis 4 desseca¢dio por altas
temperaturas e baixa umidade, o que é um fator limitante na capacidade de dispersgo. Outra
caracteristica do adulto ¢ a auséncia de aparelho bucal, determinando um periodo de vida
efémero, que varia de trés a onze dias nas fémeas e dois a onze dias nos machos em
condigdes de laboratério (Ribeiro et. al. 1993).

Durante a fase adulta, esta espécie dedica-se exclusivamente & reproducfio. As
fémeas produzem cerca de 1000 ovos que sdo depositados em dipteros de habitos zoofilos,
denominados vetores, que por sua vez transportam os ovos até os hospedeiros defimitivos.
Em cada vetor sdo depositados cerca de 30 ovos, de modo a ndo prejudicar a capacidade de
vbo dos mesmos (Guimaries et al. 1983).

A mosca do berne ndo apresenta especificidade por vetores, dentre os vetores
utilizados, foram identificados alguns dipteros das familias Culicidae, Simulidae,
Tabanidae, Anthoyidae, Muscidae, Sarcophagidae, Calliphoridae e até mesmo Oestridae
(outros individuos de D. hominis) em condigdes de laboratério (Guimardes & Papavero,
1966).

Os ovos de D. hominis passam por um periodo de incubagiio no vetor de quatro a
nove dias, numa temperatura de 20 a 30°C (Koone & Banegas,1959; Laake, 1948 em Catts,
1992) e, quando do contato com o hospedeiro vertebrado, estimulada pela eleva¢do da

temperatura, ocorre a eclosio das larvas, que penetram a epiderme do hospedeiro através do



foliculo capilar, onde se desenvolvem produzindo uma miiase furuncular (Knab,1914 em
Catts, 1992).

O periodo larval pode variar de acordo com o hospedeiro e foi estimado entre 27 e
128 dias (Banegas & Mourier, 1967 em Catts, 1982). No gado bovino este periodo foi
estimado em 47 dias (Dunn, 1930 em Guimardes & Papavero, 1996). Apos o
desenvolvimento de trés estadios larvais, as larvas maduras abandonam o hospedeiro ¢
caem no solo. Sob condi¢tes ideais de umidade e temperatura, transformam-se em pupas. O
periodo de pupa pode variar de 34 a 78 dias (Guimardes & Papavero, 1966) em condi¢Oes
de laboratério, ndo existindo dados sobre este periodo em condigles naturais. Apos o
término da fase de pupa, reinicia-se o ciclo de vida da espécie.

Até o momento, a estratégia mais adequada para compreender algumas
caracteristicas da mosca do berne sio os métodos indiretos, tais como a andlise da
variabilidade e estrutura genética das popula¢les através de marcadores moleculares. Dois
trabalhos foram realizados com esta espécie utilizando marcadores moleculares. Yotoko
(1998) analisando seis populagdes brasileiras de D. hominis através do RAPD conchuiu que
a mosca do berne é uma espécie panmitica altamente varidvel. Geurgas (1998) e Geurgas
et al (no prelo) estudando 14 populagdes da mosca do berne encontrou 48 haplotipos
mitocondriais, que estdo agrupados em trés clados mitocondriais, o que estaria sugerindo a

introdugéo de trés linhagens maternas distintas no rebanho bovino.

1.2 Impacto Econdémico

Em termos econdmicos, D. hominis causa um prejuizo anual na produgio de couro

na ordem de milhdes de délares, devido as cicatrizes deixadas pelos orificios produzidos



quando das infestagdes por esta praga (Oliveira,1985). Segundo numeros do Centro
Nacional de Pesquisa de Gado de Corte da Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria), 70% da produgdo nacional de couro, calculada em 26 milhdes de
unidades/ano, apresenta algum defeito. Dentre os defeitos apresentados pelo couro
produzido no Brasil destacam-se as perfuragdes produzidas pelas larvas de berne. Além
disso o manejo inadequado do couro bovino acarreta ao Brasil um prejuizo anual
estimado em US$ 500 milhSes, somando-se o que o pais deixa de ganhar com as
exportagdes e com o coméreio interno. H4 também prejuizos importantes na produgio de
carne ¢ leite, em decorréncia da irritagio provocada pelas larvas do berne (Guimarées &
Papavero, 1966). As perdas aumentam ainda mais em proporgfo quando sdo consideradas
as possibilidades de ocorréncia de infestagbes secundérias ¢ infecgbes nos orificios
deixados pela larva de D. hominis (Maia & Guimaries, 1985).

Por todos estes fatores de ordem econdmica, estudos envolvendo a variabilidade
genética de D.hominis si0 necessirios para o desenvolvimento de novas formas de
controle, preferencialmente a utilizagdo mais racional de inseticidas (Ivermectina e
Abamectina), que ao longo do tempo tornam-se ineficazes por induzirem um processo
seletivo que leva 4 aquisicdo de resisténcia genética, exigindo o aumento das doses
utilizadas no controle e comprometendo a qualidade da carne e do leite. Alguns
pesquisadores alertaram para a ocorréncia de tragos destes inseticidas no leite ¢ na carne,
acarretando consequentemente uma série de problemas & safide publica (Folha de S3o
Paulo, 10/10/1998).

Métodos alternativos de controle como a esterilizagfo de machos, desenvolvida por
Knipling (1937) para a mosca da bicheira C. hominivorax, poderiam ser propostos desde

que haja um estudo prévio da variabilidade de D. hominis, pois no caso da mosca da



bicheira, no Brasil o método de machos estéreis nio ¢ o mais indicado, pois foi

constatado que esta espécie apresentou alta variabilidade.

1.3 Estrutura geografica de populagdes

A estrutura geografica de populagSes ¢ um componente fundamental da ecologia e
da evolugio. O estudo desta estrutura tenta explicar a distribui¢do e a abundéncia dos
genétipos dentro e entre as populages, e pode ser dividido em dois componentes distintos
porém correlacionados: a estrutura demogréfica e a estrutura genética (Slatkin, 1994 ¢
Roderick, 1996).

A estrutura demografica consiste em processos ¢ fendmenos que alteram o nimero €
a distribuigdio fenotipica dos individuos. As classes fenotipicas podem ser idade, razdo
sexual, histéria de vida, etc. Os processos incluem nascimento, morte, imigracdo e
emigraciio. Estes dados dependem da observagfio e manipulagio direta (Slatkin, 1987).

A estrutura genética consiste na compreensdo da distribui¢do genética ¢ € resultado
da migragdo, selegiio, mutagdo, deriva genética e fatores relacionados. Estes dados sdo
obtidos através de marcadores morfologicos e genéticos (Slatkin, 1987).

A vida efémera dos adultos do berne ¢ a extrema dificuldade de encontri-los no
campo, tanto para a observagdo do seu comportamento quanto para sua captura €, a
dificuldade de criaciio desta espécie em laboratorio (Zeledon & Silva 1987) faz com que
seja muito dificil determinar a estrutura demogréfica desta espécie. Ja a estrutura genética
pode ser mais facilmente estimada com a ajuda de uma grande variedade de marcadores

moleculares, que podem ser aplicados s larvas de D. hominis. Estas larvas podem ser



facilmente coletadas em seus hospedeiros, especialmente o gado bovino, como sera
explicado posteriormente.

Recentes adaptacSes as teorias classicas de genética de populagGes permitem seu
uso em marcadores baseados no polimorfismo de DNA, nfio s6 expandindo os dados
disponiveis, mas facilitando e ampliando a interpretacdo dos mesmos (Roderick, 1996).

Os marcadores moleculares podem diferir quanto ao tipo de heranga, nivel de
polimorfismo detectado e natureza da selecdo a qual estio sujeitos, desta forma podem
diferir quanto aos valores atribuidos a estrutura genética e seus determinantes (Ross et al.,
1997). Por estas razdes ndo existe um marcador universal, que possa responder todas as
questdes levantadas no estudo de populagdes. E para uma meihor compreensdo da estrutura
de populagdes de uma espécie, quanto maior o nimero de marcadores utilizados mais
consistentes sera a analise € as conclusdes sobre a espécie.

Neste trabalho, foram utilizados dois marcadores moleculares, que possuem
herangas diferentes: o RAPD (Random Polymorphic Amplified DNA) e RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) do DNA mitocondrial, dando continuidade aos trabalhos
de Yotoko (1998) e Geurgas (1998), buscando uma melhor compreensio dos processos

envolvidos na evolugio da espécie D. hominis.

1.4 RAPD- Principios e Aplicacdes da Técnica

A biologia molecular teve um grande avango com o desenvolvimento da técnica de

PCR (Polymerase Chain Reaction, Saiki et. al., 1988) que consiste na amplificacdo de

fragmentos de DNA através de ciclos alternados de temperatura. Posteriormente surgiram
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derivagOes desta técnica que produziram classes especificas de marcadores moleculares,
entre elas 0 RAPD (Williams et. al. , 1990; Welsh & McCleliland., 1990).

O RAPD ¢é baseado na amplificagio por PCR de fragmentos aleatorios de DNA
(Williams et al.,, 1990), através do uso de oligonucleotideos de sequéncia arbitraria
conhecidos como “primers”. Estes oligonucleotideos possuem poucos pares de base (pb) de
comprimento, de seqiiéncia aleatoria, alto conteudo de CG (de 50 a 80%), para cada reagfo
¢ utilizado apenas um “primer” ¢ a temperatura de hibridagio € baixa (baixa estringéncia).
Os produtos de amplificagio do RAPD podem ser facilmente separados por eletroforese em
gel de agarose, corados com Brometo de Etideo e visualizados através de luz Ultravioleta
(U V).

Centenas de sitios polimorficos (aparentemente neutros) podem ser detectados
rapidamente (Bowditch et al. 1993), sem o conhecimento prévio de qualquer seqiiéncia de
DNA referente a espécie estudada, utilizando uma quantidade relativamente baixa de DNA,
j4 que a técnica se baseia no uso do PCR. Além disso, nfio hi a necessidade do uso de
radiois6topos (Hadrys et al.,1992 e Black, 1993).

Em sua maioria, os loci amplificados por RAPD correspondem a regides nio
codificadoras e, neste sentido, a deriva genética e as mutagdes assumem um papel muito
mais importante que a sele¢io natural, na evolugfio destas sequéncias, 0 que faz com que o
RAPD seja interessante no estudo de forgas evolutivas estocasticas em dinimicas de
populagtes (Haymer, 1994b)

Apesar destas vantagens, 0 RAPD apresenta baixa reprodutibilidade (Meunier &
Grimont, 1993; Elisworty et al., 1993; Michel et al,, 1994), homologia duvidosa entre
produtos co-migrantes (Cognato et al., 1995; Rieseberg, 1996) e heranca dominante

(Williams et al., 1990). A reprodutibilidade dos fragmentos amplificados depende de vérios
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fatores tais como, a concentragdo do “primer”, a concentragio da amostra ¢ a temperatura
de hibridagfio. Além disso, ap6s a padronizagiio, nenhum fator pode ser alterado, incluindo
a marca da polimerase utilizada e o termociclador, até o fim do trabalho.(Yong-h & Kohel,
1994; Riedy et al., 1992 e Scott, 1992).

Cenis et al. (1993) considera que os problemas na reprodutibilidade do RAPD
podem ser resolvidos com uma boa padronizagdo, eliminando os fragmentos nfo
reproduziveis da analise. Porém, considera que enquanto nfo haja uma padronizagdo mais
efetiva, os resultados de diferentes laboratérios serdo dificilmente comparaveis, devido a
grande variedade de termocicladores e fabricantes de reagentes disponiveis.

O polimorfismo detectado pelo RAPD pode ser devido a mutages pontuais nos
sftios de ligacdo do “primer” ou a inser¢Ses e delegdes que alterem a disténcia entre estes
sitios. O polimorfismo € reconhecido pela presenga de um fragmento amplificado em um
dos genétipos em relacéo a auséncia do mesmo fragmento no outro (Williams et al., 1993).

O RAPD ¢ utilizado em estudos de genética de populagdes e de taxonomia
molecular (Welsh & Mc Clelland, 1990; Lanham et al., 1995); mapeamento genético
(Binelli & Bucci, 1994; Plomion ef al., 1995); tipagem molecular de genotipos € de
espécies, melhoramento e biossistematica (Hillis, 1993).

Esta técnica tem sido aplicada a uma ampla variedade de organismos incluindo
bactérias, fungos, plantas, invertebrados e vertebrados (Welsh & McCleland, 1990;
Williams et al., 1990; Welsh et al., 1991; Chapco et al., 1992; Waugh & Powell, 1992;
Williams et al., 1993).

Uma das primeiras aplica¢bes do RAPD em espécies de insetos foi a diferenciacéo
entre populacdes naturais de duas espécies de grilo Melanoplus sanguinipes ¢ M.

femurrubrum (Chapco et al., 1992) que, pelas andlises morfométricas, de mtDNA e de
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isozimas ndo foram diferenciadas . Esta metodologia também foi eficiente para diferenciar
e identificar populacdes de mosquito Adedes aegypti (Ballinger-Crabtree et al.1992),
subespécies de A. scutellaris (Kambamphati et al. 1992) e para caracterizar espécies
cripticas de Anopheles gambiae e A. arabiensis (Wilkerson et al., 1993).

Em populagdes naturais da mosca das frutas Ceratitis capitata, a técnica de RAPD-
PCR tem sido eficiente na caracterizacio da variabilidade em populagdes de diferentes
localidades geograficas nos Estados Unidos, Havai, Argentina ¢ Israel (Haymer & Mclnnis,
1993), entre populagdes do Havai e Okinawa (Haymer, 1995) e em populagbes africanas
desta espécie (Baruffi ef al., 1995).

Na sistematica de insetos, a identificacdo de espécies e a filogenia de um grupo de
coleopteros (Ipes grandicollis) foi realizada através de RAPD. Estas espécies tém
morfologia muito semelhante e sico simpétricas. A filogenia baseada nos dados de RAPD
foi congruente com a reconstrugdio por dados de isoenzimas (Cognato et al., 1995).

Outros grupos de insetos analisados através desta técnica foram afideos e seus
parasitoides (Black et al.,1992; 1993), homdpteros (Gawel & Bartlett, 1993; Mendel er al.,
1994), himenépteros (Vanlerberghe-Masutti, 1994; Edwards & Hoy, 1995), coccinélidos
(Roehrdanz & Flanders, 1993), lepidopteros (Dowdy & McGaughey, 1996), mosca
doméstica (Chen & Bull, 1994) e no califorideo Lucilia sericata (Stevens & Wall, 1995).

Landry & Lapointe (1996) analisaram a utilizagdo do marcador RAPD em estudos
filogenéticos e questionaram qual a medida de distdncia seria mais apropriada para este fim
e qual seria a mais estavel quanto & variagdo no numero de * primers” utilizados. Estes
autores concluiram que as melhores medidas de distincia genética em estudos filogenéticos
sio Dice (Dice, 1945) e Jaccard (Jaccard, 1901), pois os dados apresentaram-se

concordantes e estas duas medidas nfio apresentaram grandes flutuagdes quando ¢ numero
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de “primers” era alterado . A medida de Coincidéncias simples (Sokal & Michener, 1958)
apresentou resultados semelhantes aos encontrados com Dice e Jaccard, porém apresentou

uma alta flutuagfo quando foi alterado o nimero de “primers™ utilizados.

1.5 RFLP: Principios ¢ Aplica¢des da Técnica

Em marcadores moleculares do tipo RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism - Botstien et al. 1980, em Nei, 1987), a detecg¢fo do polimorfismo entre
individuos € baseada na diferenca de tamanho dos fragmentos de restrigdo do DNA,
digerido por uma determinada endonuclease. Os fragmentos sdo observados em
autoradiogramas apds hibridizagdo em uma membrana com uma sonda especifica
(Southern, 1975). Uma vez que as endonucleases de restricdo cortam o DNA em sitios
especificos (Linn & Arber, 1968; Meselson & Yuan, 1968 em Avise, 1979), qualquer
mutagéio pontual dentro de um determinado sitio resulta na perda ou ganho de um sitio de
reconhecimento gerando fragmentos de tamanhos diferentes. Os tamanhos dos fragmentos
também podem variar a partir de eventos de insergfio e delecdo entre os sitios de restri¢do.

O mtDNA animal tem sido utilizado freqtientemente para anilise de RFLP devido a
sua organizagdo simples e uniforme, auséncia de recombinagdio, heranga materna na
maioria dos casos e taxa de substituicio nucleotidica relativamente alta (Brown et al.,
1979). O genoma mitocondrial animal ocorre normalmente na forma de uma molécula de
dupla fita circular fechada, exceto para alguns cniddrios e em Tefrahymena, onde foi
observado na forma de uma ou duas moléculas lineares (Flavel & Jones, 1970; Arnberg et
al.,, 1975; Bridge et al., 1992). A molécuia de mtDNA animal possui informagéo para

codificar 12 ou 13 genes responsdveis pelas subunidades protéicas dos complexos
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respiratorios da membrana interna da mitocdndria, 2 RNAs ribossdmicos (rRNA) e 22
RNAs transportadores (tRNA) (revisdo em Moritz et al. 1987). Existe ainda uma regido ndo
codificadora que contém a origem de replicacio para a cadeia pesada do mtDNA. Em
vertebrados, € conhecida como regido “D-loop” (Brown, 1983) e, em invertebrados, como
regido rica em A+T (Clary & Wolstenholme, 1987). A estrutura compacta do mtDNA
animal faz com que grande parte da variacdo detectada esteja localizada nesta regido nfo
codificadora ou em pequenas regides intergénicas (revisdo em Gray, 1989).

A partir da década de 80, o mtDNA comegou a ser amplamente utilizado em estudos
evolutivos, principalmente nos niveis intra e interespecificos (Wilson et al., 1985; Powell,
1994). Devido as suas caracteristicas, a variagéo populacional detectada com essa molécula
€ maior que aquela obtida com o uso de isozimas, que eram, até entdo, os marcadores
moleculares mais utilizados.

Estudos, utilizando viarios tdxons de animais, tém demonstrado que a andlise do
MtDNA ¢é um método sensivel para detectar a estrutura populacional de uma espécie e/ou
espécies cripticas (Avise & Lansman, 1983). E também utilizado em estudos de padrdes de
variagdo geogrifica e padrdes de colonizagdo de uma espécie (Avise et al., 1987). Grande
parte dos trabalhos que envolvem a andlise do mtDNA foram revisados por Wilson et al
(1985), Avise et al., (1987), Moritz et al., (1987) e Wolstenhoime (1992).

A anilise do mtDNA em populagdes do roedor Peromyscus maniculatus da América
do Norte reveiou que esta espécie € estruturada em populagdes distintas, enquanto que a
analise de alozimas ndo permitiu mostrar tal subdivisdo (Avise et al. 1979). Lamb & Avise
(1992), analisando 53 individuos de populactes da serpente Malaclemys terrapin utilizando
18 endonucleases, verificaram polimorfismo de tamanho, heteroplasmia (presenca de mais de

um tipo de mtDNA no individuo), € um tinico sitio de restrigio pareceu ser geograficamente
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informativo. Com apenas este sitio polimorfico, foi possivel demonstrar que esta espécie estd
subdividida em dois grupos um ao norte e outro ao sul da Flérida, regifio de Cabo Canaveral
nos Estados Unidos. Em invertebrados, principalmente em insetos, varios autores (Clary
& Wolstenholme, 1983; Moritz et al., 1987; Crozier et al., 1989; Harrison, 1989; Yoon &
Aquadro, 1994 ¢ Simon et al., 1994) tém utilizado o genoma mitocondrial com o objetivo
de obter dados comparativos que indiquem similaridade genética, taxas de evolugdo e
relagSes filogenéticas.

Entre os insetos, as espécies de dipteros t€m sido as mais analisadas em estudos
genéticos utilizando 0 mtDNA. Em mosquitos dos géneros Aedes e Anopheles, juntamente
com estudos do RNA ribossomal e alozimas, verificou-se a utilidade do mtDNA para detecgéio
de espécies cripticas € comprovou-se¢ que varios subgrupos de Aedes, (4. albopticus e A.
scutellaris) que ndo exibem uma divergéncia morfoldgica significativa, podem ser
diferenciadas através do MtDNA (Mitchell et al, 1992; Kambhampati et al., 1992a;
Kambhampati & Karamjit, 1991 e Cann et al., 1993). Sheppard et al. (1992), analisando o
mtDNA com endonucleases de restri¢io de populacdes naturais e de laboratorio da mosca das
frutas, Ceratitis capitata, provenientes do Havai, Venezuela, Argentina, Califérnia e
Guatemala, verificaram a existéncia de dois hapldtipos mitocondriais entre todas as
populagdes estudadas. O haplétipo observado na amostra do Havai nfo correspondeu ao
apresentado pela populagio da Califérnia, fornecendo uma forte evidéncia de que a infestagéo
na California nfo foi causada por Ceratitis provenientes do Havai. Szalanski et al. (1996) n&o
encontraram variagdo no mtDNA de Stomoxys calcitrans entre populagées do Canada,
Nebraska e Texas, o que € um indicativo de que existe um alto fluxo génico entre elas.

Dentre os dipteros, espécies do género Drosophila sdo as que apresentam o mtDNA

mais amplamente estudado, a nivel bioquimico, genético e populacional. (Goldring &
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Peacock, 1977; Hale & Beckenbach, 1985; Latorre et al., 1986; De Salle et al., 1986, 1987a,
1987b; De Salle & Templeton, 1992; Afonso et al., 1990; Hale & Singh, 1991; Halliburton &

Barker, 1993; Pissios & Scouras, 1993).

1.6 Estudos Comparativos de Marcadores Moleculares

Visto que nfio existe um marcador universal varios autores realizaram estudos
comparativos, em diversos organismos, utilizando mais de um marcador. Estes estudos
visavam identificar qual a methor técnica se aplicaria ao estudo em questiio, ou apenas
confirmar dados anteriormente obtidos com outros marcadores.

Puterka et al, (1993) estudaram a variagfo genética e relacdes filogenéticas em
populacdes russas de Diuraphis noxia, utilizando isozimas ¢ RAPD. A andlise de isozimas
ndo revelou variabilidade € a média da heterozigosidade esperada foi de 4,9 %. Em
contraste, a analise com o RAPD revelou alta variabilidade nas mesmas populagdes. As
arvores resolvidas por ambos os métodos foram concordantes.

A analise de sequéncia de genes mitocondriais e RAPD foi utilizada por Stevens &
Wall (1996b), para caracterizar a variagdo genética intraespecifica de duas espécies de
Calliphoridae consideradas pragas, Lucilia sericata e L. cuprina. Para L. sericata nio foi
observada nenhuma evidéncia de isolamento genético, apesar da separacio geografica entre
as populagoes estudadas. Para L. cuprina foram detectados diversos padrdes de variacio
genéticos, possivelmente associados ao isolamento geografico. Para estas espécies de
Calliphoridae, as conclusdes obtidas pela analise de RAPD foram corroboradas pelos dados

de sequéncia do mtDNA.
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Reyes & Ochando (1998) utilizaram o RFLP do mtDNA, isozimas e RAPD para
determinar a origem geografica de 4 populacdes de Ceratitis capitata de trés diferentes
regides da Espanha e uma populacio de laboratorio. Os resultados obtidos tanto com RAPD
quanto o RFLP do mtDNA indicaram a origem correta da populagio de laboratorio, o que
nio aconteceu com a analise de isozimas, provavelmente, porque esta ¢ uma técnica
fortemente afetada por restrigdes seletivas. Os autores discutem os efeitos do afunilamento
populacional sofrido pela populagéo do laboratério, que influencia a variabilidade genética
e a capacidade dos diversos marcadores para detectar a origem geografica da mesma.

Para a espécie Cochliomyia hominivorax foi detectada uma alta estruturag@o entre
populag¢des do sudeste do Brasil e norte da Argentina, acompanhada de alta variabilidade
nestas populagGes. Estas conclusdes foram obtidas com a andlise de RAPD (com um indice
de fixagdo de 0,12) (Infante et al. 1999), de isoenzimas (Fst = 0,21) (Infante et al. in prep) e
do RFLP do DNA mitocondrial (Fst = 0,23) (Infante & Azeredo-Espin, 1995).

Yotoko (1998) estudando a variabilidade genética de seis populagdes do Sudeste
brasileiro de D. hominis com sete “primers” de RAPD, encontrou uma alta variabilidade;
pouca divergéncia entre as populagdes analisadas, o que estaria indicando a ocorréncia de
fluxo génico entre elas. O valor de F’g1 (0,058) indicou a nfio estruturagéio destas espécie.
Geurgas (1998) ¢ Geurgas e Azeredo-Espin (no prelo) analisou a variabilidade da mosca do
berne em 14 populagdes do sudeste brasileiro utilizando, como marcador, o RFLP do DNA
mitocondrial , com oito enzimas de restricdo, foram identificados 48 haplétipos
mitocondriais agrupados em 3 clados distintos. A existéncia de diferentes clados
mitocondriais nas populagGes analisadas é resultado, provavelmente, da introdugfo de, pelo
menos, 3 linhagens maternas no rebanho bovino. A auséncia de estruturagdo da espécie em

relacio ao mtDNA (¢st) e a presenga de haplétipos raros compartilhados entre as
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localidades sugerem a existéncia de fluxo génico. Portanto, ambos os estudos sugerem que

as amostras analisadas sfio parte de uma tinica populagfo panmitica altamente variavel.
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IT Objetivos

a)

b)

d)

O presente trabalho tem como objetivos:
Dar continuidade as analises de variabilidade de D. hominis através dos marcadores
RAPD e RFLP do mtDNA, aumentando o numero de populagdes, expandindo a
amostragem para outras regides do pais no intuito de prosseguir os estudos e
fortalecer as hipdteses anteriormente propostas.
Comparar os resultados do presente trabalho com os resultados obtidos anteriormente,
para RAPD e RFLP, a fim de verificar a reprodutibilidade dos marcadores.
Comparar os resultados obtidos com RAPD e RFLP do mtDNA para verificar se estes
marcadores, com padrdes diferentes de heranca, levam as mesmas inferéncias a
respeito da historia evolutiva da espécie.
Comparar as diferentes abordagens estatisticas freqlientemente utilizadas para
quantificar a variabilidade visualizada via RAPD, através da manipulacio dos dados
obtidos para D. hominis.
Fornecer subsidios bésicos sobre a variabilidade desta espécie para que programas de

controle alternativos possam ser desenvolvidos.
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III Material e Métodos

I11.1 Material

D. hominis apresenta uma ampla distribuicdio geografica e € encontrada em quase
todo territério brasileiro. Porém niio foi registrada a ocorréncia desta espécie nas regides
Norte e Nordeste de acordo com informagbes obtidas por consulta ao Impa e Casa da
Agricultura € Pecudria da Bahia (comunicaciio pessoal, out/98). Por isso, a amostragem
abrangeu as regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul, sendo melhor a amostragem da regifio
Sudeste por ter uma grande pritica pecuarista. A proximidade do nosso local de trabatho,
facilitou os contatos € as coletas, visto que alguns produtores ainda possuem uma certa
resisténcia quanto a realiza¢do de coletas em suas propriedades.

As coletas foram realizadas no periodo compreendido entre margo de 1998 a abril
de 1999. Todos os individuos analisados foram coletados diretamente do hospedeiro vivo
em fazendas de criagio de gado de corte e/ou leite. A medida do possivel, foram utilizados
individuos coletados em diferentes hospedeiros, buscando evitar a amostragem de
individuos irmfos. As coletas foram realizadas nas seguintes localidades (Figura 2):

a) Socorro, Sdo Paulo, coletado no frigorifico, no dia 04/03/1998, (11 individuos).

b) Campinas, Séo Paulo, coletado em duas fazendas, no dia 06/03/1998, (11 individuos) 5
de uma fazenda e 6 de outra.

¢) Patrocinio Paulista, de Sdo Paulo, coletado em duas fazendas, no dia 15/08/1998,(11

individuos) 5 de uma fazenda e 6 de outra.
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d) Sdo Roque de Minas, Minas Gerais, coletado em quatro fazendas, no dia 03/09/1998,

(11 individuos) 3 individuos de 3 fazendas e 2 de outra fazenda.

e) Pelotas, Rio Grande do Sul, coletado em uma fazenda, no dia 16/01/1999, (8
individuos)

f) Céceres, de Mato Grosso, coletado em cinco fazendas, no dia 27/04/1999, (11
mdividuos) 6 de uma fazendas, 2 de outra e 1 de cada um da das outras 3 fazendas.

ApoOs a coleta, as larvas classificadas como terceiro estadio foram mantidas em

estufa de temperatura ¢ umidade controladas (BOD) a 27 C e 90% de umidade até

atingirem a fase de pupa. As pupas foram mantidas por mais 20 dias em BOD nas mesmas

condi¢Bes, sendo, posteriormente, congeladas e preservadas em freezer -70°C, até o

momento da extragio do DNA.

Para a andlise do DNA mitocondrial através do RFLP foram analisadas também mais
seis populagdes, que ja haviam sido analisadas com o RAPD, para que as mesmas
populagdes e individuos fossem analisados com os dois marcadores. As populagdes que
haviam sido analisadas com RFLP do mtDNA nio foram utilizadas para 0 RAPD pois,
muitas das amostras haviam sido extraidas de larvas e como padronizados por Yotoko
(1998) para a reacdo de RAPD s6 pode ser utilizado DNA extraido de pupas. As seis
amostras utilizadas para andlise de RFLP do mtDNA foram:

g) Anapolis, Goias, coletado em duas fazendas, no dia 09/11/1997, 11 individuos, 7 de uma
fazenda e 5 da outra.

h) Brasopolis, Minas Gerais, coletado em uma fazenda, no dia 26/10/1996, 11 individuos.

i) Pirassununga, Sdo Paulo, coletado em cinco fazendas, no dia 29/04/1996, 11 individuos,

5 em uma fazenda, 2 em outras duas e 1 em cada uma das outras trés fazendas.
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j) Presidente Prudente, S3o Paulo, coletado em uma fazendas, no dia 07/05/1997, 7
individuos.

1) S0 Carlos, Sédo Paulo, coletado em cinco fazendas, no dia 19/09/1997, 11 individuos, 4
em uma fazenda, 2 em outras 3 trés fazendas € 1 em cada um das outras duas fazendas.

m) Ponta Grossa, Parand, coletado em duas fazendas, no dia 27/01/1997, 11 individuos, 10

em uma fazenda e um, na outra.

23



SAO/RQQUE DE MINAS
PATRGCINIO PAULISTA

PRESIDENTE PRUDENTE ~ 80

CAMPINAS

PONTA GROSSA

PELOTAS

Figura 2. Mapa das regides onde foram coletadas as 12 populag¢des de D. hominis analisadas
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1.2 Métodos:

O estudo da variabilidade genética da mosca do berne D. hominis foi realizado a partir
da andlise do polimorfismo do DNA genémico, através do marcador RAPD (Randon
Amplified Polymorphic DNA), descrito por Williams et al. (1990) e do DNA mitocondrial,
através do marcador de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) (Wilson et al.,

1985), segundo as etapas descritas a seguir:

[I.2.1Extracdo do DNA:

A extragdo do DNA dos individuos de D. hominis, foi realizada utilizando-se pupas,
sem o casulo, para facilitar a maceragio e extragdo do DNA (Geurgas,1998). Estas foram
separadas em tubos Corex siliconizados de 15ml contendo 1ml de tampdo de
homogeneizacdo (10mM TRIS, 60 mM NaCl, 0,15mM Sacarose ¢ 10mM EDTA) pH 7.5.
Cada individuo foi homogeneizado manualmente com o auxilio de um macerador de
“teflon”. Em seguida, foi adicionado 1ml de tampéo de lise (300 mM TRIS, 1,24% SDS,
20 mM EDTA e 0,7% do volume de DEPC- dietil pirocarbonato), seguido de incubagio no
gelo por 15 minutos. A cada tubo, foram adicionados 2ml de Fenol. Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 3000g por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um tubo
Corex de 15ml. Foram entdo adicionados 1ml de fenol e 1ml de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1). Cada tubo foi centrifugado a 3000g por 10 minutos e o sobrenadante
transferido para um tubo Corex de 15mi onde foram adicionados mais 2ml de cloroformio:
alcool isoamilico (24:1). Os tubos foram novamente centrifugados a 3000g. Uma vez

retirado o sobrenadante, foram a ele adicionados 1,5ml de TE (10mM TRIS-CL, 1mM
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EDTA), 150ul de NaOAc 3M e 9 ml de etanol absoluto a -20°C. Esta solucio foi incubada
a -20°C por 2 horas. Apés a incubagdo, os tubos foram centrifugados a 11000g por 45
minutos a 4°C para a obtengdo de um precipitado que foi suspendido em 1ml de TE, 50pul
de NaOAc 3M e 2,75ml de etanol absoluto a -20 °C e precipitado novamente por 45
minutos a -70°C. Ap6s uma segunda centrifugagfo, idéntica & anterior, o precipitado de
DNA foi seco a temperatura ambiente, recolocado em suspensdo em 400ul de TE e
mantido em tubos microtubos a -20°C (mod. a partir de Sambroock et al., 1989).

Para a amplificagfio por RAPD é necessario realizar a extracdo do RNA da amostra.
Para isto, 100ul de cada amostra foram selecionados e colocados em tubos microtubos com
a adicdo de mais 100ul de TE. O DNA diluido em T.E. restante da extragiio foi
armazenado para o estudo do mtDNA através da técnica de RFLP. As amostras diluidas
foram tratadas com 1pl de RNAse (10ng/pl) e sofreram uma nova extragio com 100u! de
fenol e 100pl cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), e logo em seguida com 200ul de
cloroférmio : 4lcool isoamilico (24:1), idéntica & anterior, porém com os volumes
reduzidos. Apés a extragdo, o DNA foi mantido em suspensio no volume original de
100ul. Apds este procedimento, amostras de 2ul foram submetidas ao procedimento de
eletroforese em gel de agarose a 1% a fim de quantificar o DNA a partir da comparagéo de
intensidade das bandas com o DNA de fago A (5ng/ul). Uma vez quantificado, o DNA de
cada amostra foi diluido em tampZo TRIS-EDTA para uma concentragéo final de 1ng/pl,

para ser utilizado em reagdes de amplificagio.
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1.2.2 RAPD-PCR

As reagbes de RAPD-PCR foram realizadas com 2,5mM de MgCl; 5,8pmol de
oligo-DNA (“primer™) ; 2,0mM de dNTPs; 2,0 U de Tag DNA Polimerase ( Gibco BRL) e
2,5 pl de tampdo para PCR (20mM Tris-HCI, pH 8,0); 0,1 mM EDTA; 1mM DTT;
0,5mg/ml BSA; 50% (v/v) glicerol, estabilizadores). Além disso, de cada reagdo de
amplificagdo, foi feita uma replicata com o dobro da concentragio de DNA, a fim de
diminuir o erro devido a artefatos de técnica. Assim, as reagdes continham 5 ou 10ul de
DNA gen6mico a uma concentragdo de Ing/ul, para um volume de 25ul foi completado
com H,O milli Q. Além das repeti¢Ses, foi efetuado, para cada conjunto de amostras
amplificadas por um determinado “primer”, um controle no qual o DNA foi substituido
pelo mesmo volume de H,O milli Q, a fim de detectar eventuais contaminag¢des.
Fragmentos de tamanho coincidente com algum fragmento presente no controle nio foram
utilizados na andlise.

As amplifica¢Ses foram realizadas de modo automatizado através de um sistema de
variacio ciclica e controle de temperatura (GeneAmp PCR System 9600,. Perkin Elmer)
programado da seguinte maneira: um ciclo de cinco min. a 94°C; 45 ciclos de 94°C por 1
min., 36°C por 1 min. e 72°C por 2 min. e 1 ciclo final de 72°C por 7 min.

Neste trabalho, foram utilizados seis “primers” dos sete previamente padronizados
por Yotoko (1998) do Kit Operon: OPJ-01, CCCGGCATAA; OPJ-06, TCGTTCCGCA,;

OPN-03, GGTACTCCCC; OPN-05, ACTGAACGCC; OPN-07, CAGCCCAGAG; OPN-
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14, TCGTGCGGGT. Os “primers” previamente selecionados foram aqueles que
apresentavam repetibilidade das bandas, e sua melhor visualizagéo.

Os produtos obtidos via RAPD-PCR foram visualizados em géis de agarose (1,5%) e
submetidos & eletroforese por quatro horas a uma corrente de 60 a 80 mA. Foram utilizados
como marcadores de peso molecular 1kb ladder e ¢X 174 digerido com Hae III. Apés 4
horas de migragdo dos fragmentos, os géis foram retirados da cuba de eletroforese, corados
com EtBr por quinze minutos ¢ lavados em 4gua destilada por vinte minutos, a fim de que
os fragmentos de DNA amplificados fossem claramente visualizados e identificados. A
visualizagdo foi feita em um transiluminador U.V., sobre o qual os fragmentos

amplificados foram visualizados e fotografados com uma cimara Polaroid MP4™.

II1.2.2.1 Analise dos Dados de RAPD

Cada individuo estudado teve seu DNA extraido e examinado com cada um dos seis
“primers” utilizados. Foram selecionados todos os fragmentos amplificados que apareceram
no gel de eletroforese de forma clara, repetidos nas duas concentragdes de cada amostra e
ausentes na reagao controle.

Uma vez selecionados os fragmentos a serem utilizados na analise, uma matriz de
dados foi construida de forma que cada linha contivesse o nome da populagdo e a
identificacio numérica de cada individuo. As informacgSes a respeito das bandas
produzidas por RAPD-PCR foram plotadas de forma que ‘1’ representasse a presenca e ‘0’
a auséncia de cada fragmento em cada individuo da matriz original.

A partir desta matriz foram calculadas as similaridades dentro e entre populacdes

com a utiliza¢io dos indices de Dice (1945) e Simples coincidéncia (Sokal & Michener,
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1958). Estes indices foram calculados com o auxilio do programa RAPDPLOT (Black,
1997). O indice de Jacccard (1908) foi calculado com o programa JACCARD 2.0
(Mazeron, 2000}

Uma segunda matriz foi derivada da original, restrita aos fragmentos menos
freqiientes em cada populacdo. Esta restricdo foi efetuada a fim de minimizar os possiveis
erros de analise, os quais poderiam superestimar ou subestimar a variabilidade encontrada.
A reducdo da matriz foi baseada na restricdo dos fragmentos com frequéncia maior que 1-
3N, onde N € o niimero de individuos por amostra, proposta por Lynch & Milligan (1994).
As medidas de similaridade fenética: Dice, Coincidéncias simples e Jaccard (Jaccard, 1901)
também foram calculadas com a matriz reduzida com o auxilio do programa NTSYS 1.7
(Rohlf & Slice, 1992).

A partir da matriz reduzida, seguindo os pressupostos estabelecidos por Lynch &
Milligan (1994), € possivel obter uma estimativa da distincia genética de Nei (1972)
(calculada pelo programa RAPDDIST, Black & Antolin, 1997) e da estruturagdo entre
populacdes (F'st, semelhante ao Fgr de Wright, 1978) (calculada pelo programa
RAPDFST, Black, 1997). Os pressupostos estabelecidos por Lynch & Milligan sdo de que
as populagdes a serem analisadas encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg; que cada
fragmento produzido corresponde a um unico loco de dois alelos, onde a auséncia do
fragmento € considerada como do homozigoto recessivo e a presenga pode corresponder ao
homozigoto dominante ou ao heterozigoto; e ainda que fragmentos comigrantes em dois
diferentes individuos sejam homodlogos, ou seja, nio possuam similaridade apenas em
tamanho, mas correspondam & mesma regido do genoma. O Nm foi calculado a partir do

F’st de Lynch & Milligan (1994) pelo programa RAPDFST (Black IV, 1997).
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Excoflier et al. (1992) propuseram outra estimativa de estruturagio populacional, o
¢sT, baseada na andlise da varidncia molecular (AMOVA) para haplétipos mitocondriais.
Huff et al. (1993) propuseram a utilizacio do ¢sy para dados obtidos com RAPD, partindo
do principio que a varidncia calculada através das medidas de distancia entre individuos
(por exemplo, distdncia euclidiana ou distincia baseada em coincidéncias simples) podem
ser utilizadas para o cilculo de AMOVA. O ¢sr foi calculado com o programa
WINAMOVA (Excoffier, 1993) apos algumas modifica¢bes necessarias para que este
programa seja utilizado com dados de RAPD realizadas através do programa AMOVA-
PREP (Miller, 1998)

Quando calculados para cada par de populagdes, o F'st € o0 ¢sr podem ser
considerados como estimativas da distdncia genética entre populagdes.

As medidas de similaridade fenética foram transformadas em medidas de distancia
(1-similaridade). A correlagio entre todas as distincias calculadas neste trabalho foi testada
através do teste de Mantel (1967) com o programa NTSYS 1.7.

Para cada medida de distincia estimada, foi construido um dendrograma utilizando o
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) e foram
calculadas as correlagbes cofenéticas entres estes dendrogramas e suas matrizes originais.

Foi calculada também a correlag@o entre distancia genética e distdncia geografica.
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IM11.2.3 RFLP do mtDNA

II1.2.3.1 Digestéo por endonuclease de restri¢do

Para a andlise da variabilidade genética das populacdes de D. hominis, o DNA
mitocondrial desta espécie foi digerido com 7 endonucleases de restri¢io que reconhecem
4 ou 6 pares de base: BamHI ( G/GATCC ), Clal ( AT/CGAT), EcoRI (G/AATTC),
EcoRV (GAT/ACT), Haelll (GG/CC), HindIIl (A/AGCTT), Mspl (C/CGG), Sstl

(GAGCT/C).

As condigdes utilizadas nas reagdes de digestio foram as recomendadas pelos
fabricantes Gibco-BRL e Pharmacia. A digestdo foi realizada utilizando-se 104 de
mtDNA (aproximadamente 2.5U/ug) mais 1/10 do volume total da reagfio de tampio de
digestdio. As rea¢des foram interrompidas pela adi¢cdo de 44l de uma solugio contendo

25% de Ficol, 0,5% de SDS, 0,1% de azul de bromofenocl e 0,1% de xylenocianol.

Posteriormente, as amostras foram aplicadas em um gel de agarose 1% em tampio
TAE, e submetida a uma voltagem de aproximadamente 20V por 15 horas. Os géis foram

corados com Brometo de Etidio e analisados em luz U. V.

Em seguida o DNA foi transferido para uma membrana de Nylon segundo a técnica
de Southern Blot (Southern,1975). O gel foi primeiramente incubado em 250ml de solugéo
de desnaturagio (50% NaOH 0,5M, 50% NaCl 1,5M) por 50 minutos e em seguida foi
incubado em 250ml de solugdo de neutralizagfio (50% NaCl 1,5M, 50% de Tris IM , pH
7.4) por 1 hora. A transferéncia dos fragmentos de DNA contidos no gel foi feita para uma

membrana de Nylon Hybond-N (Armershan) em 10xSSC (75mM NaCl, 7,5 mM Na citrato,
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pH 7,0) por uma média de 18 horas. Em seguida, o filtro foi lavado em 6xSSC por 30
minutos a temperatura ambiente e a seco, em estufa a 80°C por duas horas, para fixa¢do dos

fragmentos de DNA.

I11.2.3.2 Hibridag¢8o

Para a visualizagdo dos fragmentos de DNA foi utilizada a técnica de hibridagéo,
onde os fragmentos de DNA fixados na membrana, foram hibridados com o DNA de uma
sonda heteréloga de Cochliomyia hominivorax, previamente marcada com aP*? (sonda

radioativa ou “quente”) ou com digoxigenina (sonda “fria”) (Infante & Azeredo-Espin,

1995).

Sonda Radioativa ( marcacfo e detec¢do):

As membranas foram umedecidas, por 5 minutos, em 6xSSC e, posteriormente,
incubadas por 2 horas a 37°C , em solugdo de pré-hibridagdo, contendo 0,5% de SDS, 5x
Denhardt’s (1% ficol 400, 1% de Polyvinilpyrrolidone € 1% de Albumina Sérica Bovina
fragéio V), 25% de formamida deionizada, 1% de DNA de esperma de salmfo. Em seguida, a
solucdo de pré-hibrida¢io foi removida e as membranas foram incubadas, por 18 horas a
37°C, na solugo de hibridagéo contendo 0,5% de SDS, 50x Denhardt’s , 25% de formamida
deionizada, 7mM de EDTA e 1% de DNA de esperma de salmio ¢ DNA mitocondrial de C.

hominivorax previamente marcado com olP’ e desnaturado a 100°C por 10 minutos.
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Em seguida, as membranas foram lavadas em 2xSSC e 1% de SDS & temperatura
ambiente e mais duas vezes ,por 30 minutos, em uma solugio contendo 0,1% de SSC e 0,15
de SDS a 55°C.

As membranas foram expostas ao filme de Raio-X Kodak XAR ou Hyperfilm-MP
(Armershan), em cassete provido de intensificador, para detecgdio dos fragmentos marcados.
O tempo de exposi¢io dependeu do tempo de uso da sonda, quantidade de DNA, intensidade
de marcacéo, e foi, em média, de 18 horas. Transcorrido o tempo de exposiciio, o filme foi

revelado em revelador GBX Kodak ¢ fixado em fixador GBX Kodak.

Sonda Nio Radioativa (marcagio e detecgio)

As membranas foram inoculadas por 2 horas a 37°C em solug@o de pré-hibridacio
contendo 5xSSC, 0,1% de sarcosyl, 0,02% de SDS, 1% de solu¢do bloqueadora e 50% de
formamida deionizada. Apos a pré- hibridacdo, foi adicionada a solu¢fio de hibridagéo
contendo 5xSSC, 0,1% de sarcosyl, 0,02% de SDS, 2% de bloqueadora ¢ 50% de
formamida deionizada e a sonda de DNA marcada com digoxigenina previamente
desnaturada a 100°C.

Em seguida, os filtros foram lavados duas vezes por 15 minutos, 3 temperatura
ambiente, em solucdo A (2 x SSC, 0,1% SDS) e duas vezes de 15 minutos, a 55°C em
solugdo B (0,1 xSSC; 0,1% SDS). As membranas foram incubadas por cinco minutos em
tampéio de lavagem (0,3% Tween20, tampdo I (0,1 M Acido maléico, 0,15 M NaCl)).
Posteriormente, as membranas foram incubadas por trinta minutos na bloqueadora. As

membranas foram seladas em sacos plasticos, as quais foram adicionado o anticorpo (anti-
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DIG-AP). Estas membranas foram incubadas por trinta minutos, a temperatura ambiente. O

excesso de anticorpo foi retirado por duas lavagens de quinze minutos em tampéo de

lavagem, a temperatura ambiente. Apds a retirada do excesso de anticorpo, as membranas

foram equilibradas em tampdo III (0,1M Tris-Cl pH 9,5; 0,1M NaCl;0,05MgCl, H;0).

A deteccio e revelagiio da hibridagio pode ser realizada de duas maneiras, rea¢do

colorida e reacdo quimioluminescente. A segunda foi a mais usada pois o tempo de

revelacsio da reagdo colorida era muito longo (pelo uso de sonda heterdloga) e o resultado

nem sempre era satisfatério.

a)

b)

Revelagdo colorida com X-fosfato/NBT.

A membrana foi incubada por cinco minutos no escuro com 10ml de solugdo de
coloragdo; 40ul de NBT (Nitro Blue Tetrazolium), 35/ de X-fosfato (3-bromo-4-
chioro-3-indolyl phosphate, toluidinium salf) e 10ml de tampdo 3 (10mM tris-HCI, 0,1
NaCl, 10mM MgCl,, p.H. 9,5). O X-fosfato é o substrato da enzima fosfatase aicalina,
que se encontra nas solugdes da hibridagdio a frio, e o NBT, cora o produto da reagéo,
apresentando um precipitado de cor azul que aparece onde estd localizado 0 DNA na
membrana. O precipitado comega a ser formado logo nos primeiros quinze minutos de
incubagiio. ApéOs atingir a intensidade desejada para andlise dos fragmenios, a
membrana ¢ seca e guardada.

Revelagdo quimioluminescente com AMPPD

O AMPPD é um substrato quimioluminescente da fosfatase alcalina, e o produto tem
um estagio de emissdio de luz que € obtido em 15 minutos. Para esta reagdo, o AMPPD
foi diluido (1:100) em tampéo II. A membrana foi incubada em 10ml desta solugio por

5 minutos, apés os quais a solugdo foi retirada e a membrana foi incubada por 10
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minutos a 37°C. Finalmente a membrana foi exposta ao filme de raioX a temperatura
ambiente. Como descrito para sonda radioativas, o tempo de exposi¢do variou de

acordo com o numero de reutilizagbes do AMPPD diluido e foi, em média, de 15

minutos.

II1.2.3.3 Analise dos dados de RFLP do mtDNA.

Apés a identificacdo dos haplétipos, a partir da analise dos fragmentos obtidos pela
digestdo com as endonucleases de restrigio, foram calculadas as freqiiéncias dos haplétipos
nas populacdes estudadas. A partir destas freqiiéncias, foi calculada a diversidade
haplotipica destas populagdes (Nei, 1987).

Foi construida uma matriz de presenca e auséncia de fragmentos de restricdo para
cada haplétipo obtido e, desta matriz, foi calculada a distincia entre os haplétipos levando
em conta o nimero de bases dos sitios de restri¢io de cada enzima utilizada. Combinando
estas distancias com as freqii€éncias dos haplétipos em cada populagio, foi estimada a
diversidade nucleotidica dentro e entre populagbes. A divergéncia nucleotidica foi
calculada pela subtragdo da diversidade nucleotidica intrapopulacional da diversidade
interpopulacional, restando apenas a divergéncia real entre as populacdes. Estes calculos
foram realizados com o programa REAP-The Restrition Enzyme Analysis Package (Mc
Elroy et al., 1992).

Uma segunda matriz de auséncias e presencgas de fragmentos foi construida levando
em conta os fragmentos encontrados em cada individuo analisado. A partir desta matriz foi
calculada a similaridade de Nei & Li (1979) com o programa RAPDPLOT 3.0 (Black,

1997) e foi estimado o indice de diversidade ¢st (Excoffier et al., 1992) com o programa
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Arlequin (Scheider et al., 1997.). Um dendrograma foi construido a partir da distancia de
Nei & Li (1979) (1-Similaridade) utilizando o algoritmo UPGMA, e foi calculada a

correlac@o desta distdncia com a distancia geografica através do programa NTSYS.
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IV Resultados

IV.1 Resultados de RAPD

Os 6 “primers” utilizados na analise do DNA gendmico pelo marcador RAPD nas 6
amostras geraram um total de 129 fragmentos para os 62 individuos analisados com estes
“primers” (Figura 3). O numero de fragmentos considerados para cada “primer” variou de 18
(OPJ-01) a 27 (OPN-03) com uma média de 22 fragmentos por “primer”. O tamanho destes

fragmentos variou de 0.3 a 4,0 Kb (Tabela 1).

Tabela 1: Numero e tamanho dos fragmentos por “primer”.

Primer n-° de fragmentos Tamanho dos

analisados Fragmentos
OPN-03 27 500 — 2500
OPN-05 20 500 — 3500
OPN-07 23 300 - 4000
OPN-14 21 400 — 3000
OPJ-01 18 400 — 3000
OPJ-06 21 400 - 3500
Total 129 300 - 4000
Média/primer 21,67
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Figura 2. Polimorfismo detectado através de RAPD em D. Hominis com seis primers. Nas
colunas 1, 2, 5, 6, 9, 10, 13, 14, 17, 18, 21 e 22 sdo as amplifica¢des de um individuo da
populagdo de Socorro. Nas colunas 3,4,7,8, 11,12, 15,16, 19,20, 23 ¢ 24 sdo as amplificagbes
de um individuo da populagédo de Sdo Roque de Minas.



Os valores médios de similaridade intrapopulacionais foram levemente mais altos
que os valores das médias interpopulacionais, nas medidas Dice (S), Coincidéncias simples
(M) e Jaccard (I}, calculadas a partir da matriz reduzida (Tabelas 3, 5 e 7) ¢ a partir da
matriz completa (Tabelas 2, 4 e 6). As diferengas entre os valores calculados a partir das
matrizes reduzida e completa foram mais evidentes no indice de Dice (S) do que na
similaridade baseada em coincidéncias simples (M).

A similaridade de Dice (S) variou intrapopulacionalmente de 0,565 em Caceres a
0,718 em Socorro, e interpopulacionalmente de 0,389 entre Pelotas e Campinas a 0,643
entre Caceres ¢ Pelotas, a partir da matriz completa de dados (tabela 2). Jd com a matriz
reduzida, estes niimeros foram muito menores, variando, intrapopulacionalmente, de 0,263
em Socorro a 0,411 em Pelotas e, interpopulacionalmente, de 0,113 entre Socorro e Pelotas

a 0,296 entre Céceres ¢ Pelotas (tabela 3).

Tabela 2: Medida de Similaridade (DICE) intrapopulacional (diagonal) e
interpopulacional (abaixo da diagonal) nas 6 populagdes analisadas de L.
hominis por RAPD calculada a partir da matriz total.

1 2 3 4 5 6
i.Socorro 0,718
2.Campinas 0,571 0,586

3.Patrocinto Paulista 0,468 0,414 0,579

4.S30 Roque de Minas 0,470 0,444 0,433 0,688

5.Pelotas 0,433 0,389 0,443 0,457 0,565
6.Céceres 0,454 0,404 0,422 0470 0,643 0,578
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Tabela 3: Medida de Similaridade (DICE) intrapopulacional (diagonal) e
interpopulacional (abaixo da diagonal) nas 6 populagdes analisadas de D.
hominis por RAPD, calculada a partir da matriz reduzida.

1 2 3 4 5 6
1.Socorro 0,263
2.Campinas 0,196 0,254

3.Patrocinic Paulista 0,166 0,159 0,318

4.S3d0 Roque de Minas 0,138 0,177 0,162 0,351
5.Pelotas 0,113 0,169 0,223 0,186 0,411

6.Caceres 0,158 0,161 0,229 0,249 0,296 0,331

Com a medida de similaridade, baseada em Coincidéncias simples (M) ¢ calculada a
partir da matriz completa, os valores variaram entre 0,710 em Pelotas e 0,826 em Socorro,
dentro das populagdes. Entre populagdes, estes valores variaram de 0,610 entre Pelotas e
Campinas a 0,739 entre Campinas ¢ Socorro (Tabela 4). No entanto, quando a matriz
reduzida de dados foi utilizada, a menor similaridade encontrada dentro das populagdes foi
de 0,741 em Patrocinio Paulista e a maior foi de 0,853 em Socorro. As similaridades
interpopulacionais variaram de 0,688 entre Caceres e Patrocinio Paulista a 0,803 entre

Campinas e Socorro (Tabela 5).

Tabela 4: Medida de Similaridade (baseada em coincidéncias simples — M)
intrapopulacional (diagonal} e interpopulacional (abaixo da diagonal) nas 6
populagdes analisadas de D. hominis por RAPD, calculada a partir da matriz

completa.
1 2 3 4 5 6
1.Socorro 0,826
2.Campinas 0,739 0,746

3.Patrocinio Paulista 0,669 0,633 0,726

4.S30 Roque de Minas 0,665 0,646 0,632 0,788

5.Pelotas 0,639 0,610 0,637 0,640 0,710
6.Caceres 0,643 0,612 0,615 0,641 0,643 0,718
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Tabela 5: Medida de Similaridade (baseada em coincidéncias simples — M)
intrapopulacional (diagonal) ¢ interpopulacional (abaixo da diagonal) nas 6
populacdes analisadas de D. hominis por RAPD, caiculada a partir da matriz

reduzida.
1 2 3 4 5 6
1.Socorro 0,853
2.Campinas 0,803 0,792
3.Patrocinio. Pst 0,757 0,719 0,741
4.8. R. de Minas 0,774 0,748 0,706 0,79
5.Pelotas 0,725 0,707 0,689 0,7 (0,75
6.Caceres 0,735 0,702 0,688 0,72 0,701 0,713

Quanto a similaridade baseada em Jaccard (1908) (J), calculada a partir da matriz
completa, os valores variaram entre 0,395 em Pelotas ¢ 0,556 em Socorro, dentro das
populacdes. Entre as populagdes estes valores variaram de 0,243 entre Pelotas ¢ Campinas
a 0,403 entre Campinas e Socorro (Tabela 6). No entanto, a similaridade intrapopulacional
baseada no calculo de Jaccard () a partir da matriz reduzida variou de 0,171 a 0,264 em
Socorro e Pelotas, respectivamente, Os valores da similaridade entre populagdes variaram
de 0,062 entre Pelotas e Socorro a 0,177 entre Caceres ¢ Pelotas (Tabela 7).

Tabela 6: Medida de Similaridade (Jaccard—J) intrapopulacional (diagonal)

e interpopulacional (abaixo da diagonal) nas 6 populagdes analisadas de D.
hominis por RAPD, calculada a partir da matriz total.

1 2 3 4 5 6
1. Socorro (0,556
2. Campinas 0,403 0,427

3. Patrocinio Paulista 0,306 (0,262 0,403

4. Sdo Roque de Minas 0,308 0,286 0,278 0,518

5. Pelotas 0,277 0,243 0,287 0,298 0,395

6. Caceres 0,293 0,254 0269 0,307 0,312 0,408
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Tabela 7: Medida de Similaridade (Jaccard-J) intrapopulacional (diagonal)
¢ interpopulacional (abaixo da diagonal) nas 6 populacdes analisadas de D.
hominis por RAPD, calculada a partir da matriz reduzida.

I 2 3 4 5 6
1.Socorro 0,171
2.Campinas 0,114 0,192

3. Patrocinio. Paulista 0,095 0,091 0,202

4530 Roque de Minas 0,078 0,100 0,091 0,214

5.Pelotas 0,062 0,096 0,13 0,105 0,264
6.Caceres 0,080 0,091 0,133 0,147 0,177 0,203

A distdncia genética de Nei (1992), calculada a partir da matriz reduzida e segundo
as modifica¢des propostas por Lynch & Milligan, 1994 variou de 0,011 entre as populacdes
de Campinas e Socorro a 0,036 entre Pelotas e S8 Roque de Minas (Tabela 8).

Tabela 8: Medida de Distincia genética de Nei (1972) modificada por

Lynch & Milligan (1994) calculada para as 6 populagdes analisadas de D.
hominis por RAPD, obtida a partir da matriz reduzida.

1 2 3 4 5
1.Socorro
2.Campinas 0,011
3.Patrocinio Paulista 0,020 0,026
4.830 Roque de Minas 0,025 0,024 0,032
5.Pelotas 0,035 0,032 0,032 0,036
6.Caceres 0,029 0,034 0,030 0,025 0,026

As estimativas de distdncia entre as populagbes baseadas nos calculos dos
coeficientes Fst e ¢st para cada par de populagbes variaram de 0,048 (F'st) e 0,096 (dst).
entre as populagdes de Campinas e Socorro, a 0,148 (F'st) e 0,288 (¢sr), entre Pelotas e

Socorro (tabela 9).
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Tabela 9: Medidas de distdncia genética, obtidas a partir do calculo do F'st
de Lynch & Milligan (1994) (diagonal inferior) e do ¢sr de Excoffier et al.
(1992) (diagonal superior), para cada par de populagdes, entre as 6
populagdes analisadas de D. hominis por RAPD, a partir da matriz reduzida.

[ 2 3 4 5 6
1.Socorro 0.096 0,159 0,208 0,288 0,177
2.Campinas 0,048 0,168 0,170 0,222 0,169
3.Patrocinio Paulista 0,075 0,088 0,203 0,182 0,125
4.S30 Roque de Minas 0,112 0,090 0,116 0,238 0,113
5.Pclotas 0.148 0,124 0,097 0,136 0,099
6.Caceres 0,088 0,090 0,063 0,064 0,051

A tabela 10 mostra os valores de correlagdo entre as diferentes medidas utilizadas
neste trabalho. Quando as medidas efetuadas a partir da matriz completa de dados ¢ a partir
da reduzida sdo comparadas, nota-se uma falta de correlagdo para as medidas de Dice,
Jaccard e Coincidéncia simples. Entre estas medidas foi observada uma alta correlagio
quando do uso da matriz completa de dados r = 0,94 entre Dice e Coincidéncias simples, r
= (,99 entre Dice e Jaccard e 0,95 entre Jaccard e Coincidéncias simples, o que ndo ocorreu
com o uso da matriz reduzida.

Além disso, Dice, Jaccard e Coincidéncias simples, calculados com a matriz
completa, se correlacionaram significativamente com a distdncia de Nei, 1972 (r=0,79 ¢
0,85, respectivamente).

Quanto as medidas calculadas a partir da matriz reduzida de dados, Dice se
correlacionou significativamente com Jaccard (r = 0,99) e com as distincias estimadas a
partir de coeficientes ¢st (r=0,74) ¢ Fgr (r=0,68), que também se correlacionaram com
Jaccard (=0,74 e 0,68, respectivamente); no entanto, a medida baseada em Coincidéncias
simples ndo se correlacionou significativamente com nenhuma das distdncias calculadas.

As medidas de distdncia estimadas a partir dos coeficientes ¢st ¢ F'st apresentaram
uma alta correlagio entre si (r = 0,98) e com a distdncia genética de Nei 1972 (r = 0,66 ¢

0,70, respectivamente).
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Tabela 10: Correlagdes das distdncias genéticas interpopulacionais (r).

__EPST Nei(72) FST Jreduzida J completa M reduzida M completa DT_EE reduzida

Nei(72) (0,98
(0,002)*
Fsr 0,66 0,70
(0,020) (0,004)
J reduzida 0,74 0,20 0.68
(0,003) (0,200) {0,002)
J completa 0,48 0,79 0,49 0,26

(0,005) (0,003) (0,043) (0,184)

M reduzida 0,86 0,81 0,22  -0,31 0,72

(0,990) 990y  (0.770)  (0,150) (0,001)
M compieta 0,34 0,85 0,38 0,01 0,95 0,86
(0,120) (0,002)  (6,i00) (0,440 {0,002) {0,990
Dice reduziaa 0,74 0,18 0,68 0,99 0,25 -0,32 -0,01
£0,004) 0,190y  (0,002)  (0.002) (0,178) (0.140) (0.470)
Dice completa 0,48 0,79 0,50 0,26 1,00 0,71 0,94 0,25
(0,070) (0,002)  (0,006)  (0.180) (0,003) (0,990) {0,002) (0,170)

*valores de probabilidade de significancia (p)

Cada medida produziu um dendrograma diferente, agrupando as populagbes de
vérias maneiras. Foram significativas as correlagdes cofenéticas das distancias de Net, 1972
(r=10,86; p = 0,007); Jaccard (r = 0,88; p = 0,010); Dice, da matriz reduzida (r = 0,86; p =
0,003) e da matriz completa (r = 0,86; p = 0,009); e Coincidéncias simples, das matrizes
reduzida(r = 0,87; p = 0,003) e completa (r = 0,89; p = 0,006).

Como foram obtidos varios dendrogramas, foi escolhido aquele produzido pela
distidncia genética de Nei (1972) para representar uma possivel forma de agrupamento das
amostras (Figura 4). O Gréafico da correlagdo entre distAncia geografica e a distancia de Nei
1972 (Figura 5), mostrou que existe correlagdo entre a distdncia genética e a distincia
geografica (r= 0,57, p=0,001).

O F's7 (Lynch & Milligan, 1994) para as seis populagGes analisadas neste trabalho
foi igual a 0,125 com um desvio padrio de 0,084 e Nm de 1,7. A distribui¢do da freqtiéncia

dos locos nas classes de valores de F’sy encontra-se no grafico 1. O F'gr das 12 amostras ,
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as seis amostras analisadas neste trabalho juntamente com as seis analisadas por Yotoko
(1998), foi de 0,152, com desvio padrdo de 0,94 e Nm de 1,4 (Grafico 2}.Yotoko havia
encontrado um F’gy de 0,058, com um desvio de 0,1 ¢ Nm de 4,0 para as seis amostras
analisadas no seu trabalho.

O valor do indice de diversidade ¢st de Excoffier (1992), para as 6 populagdes
analisadas neste trabalho, foi igual a 0,172, sendo que 17,2% da variagdo encontra-se entre
as populagdes e 82,8% dentro da populagdes (Tabela 11). J4 para as 12 populages de D.
hominis analisadas até o momento o ¢t foi igual a 0,197 , com 19,7% da variagiio entre as

populagdes e 80,3% dentro das populagdes (Tabela 12).

Tabela 11: Andlise molecular da varidncia (AMOVA) Excoffier et al. (1992) calculado a
partir da distdncia genética euclidiana na 6 populagdes analisadas neste trabalho por RAPD.

Tipo de Variagio Graus de Soma dos  Componentes da Porcentagem da

~Liberdade = Quadrados Varidncia Variag#o
Entre populagdes 5 119,4574 1,579948 (va) 17,21 %
Dentro de populagdes 56 425,7523 7.602719 (vb) 82,79 %
Total 61 545,2097

Indice de diversidade dgr = 0,172

Tabela 12: Analise molecular da varidncia (AMOVA) Excoffier et al. (1992) calculado a
partir da distAncia genética euclidiana na 12 popula¢Ses analisadas at€¢ o momento por
RAPD.

Tipo de Variagédo Graus de Soma dos Componentes da Porcentagem da
Liberdade Quadrados Variancia Variagéo

Entre populacdes 11 187,3835 1,18988 (va) 19,68 %

Dentro de populagdes 111 535,0555 4,85635 (vb) 80,32 %

Total 122 726,4390

Indice de diversidade ¢sr = 0,197
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Figura 4: Dendrograma das seis populagdes analisadas, obtido a partir da distancia de Nei 1972, com os
dados de RAPD, através o algoritmo UPGMA
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Figura 5: Gréfico de correlagfio entre a distncia geografica, medida em quiléometros, e a distincia genétice
Nei 1972, nas seis populagdes analisadas por RAPD.
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Grifico 1 Distribuicdo da frequéncia dos 53 locos de RADP das 6 populacdes de
D. hominis nas classe de F; de Lynch & Milligan (1994)

Namero de Loci

-005 0.0 0,05 0,10 0,15 020 025 030 035 040
Classes de F(ST)

Grifico 2 Distribuicio da frequéncia dos 53 loci de RADP das 12 populagdes de
D. hominis nas classe de F,; de Lynch & Milligan (1994)
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IV.2 Resultados de RFLP do mtDNA.

O DNA mitocondrial mostrou-se altamente polimérfico. Através da andlise por
RFLP, com oito enzimas de restricdo, foram encontrados 38 sitios de restricdo sendo 11
deles polimorficos. Foram detectados 2 novos padrdes para Hind 111, D e E, (Figura 6 e
Tabela 13) e 2 novos padrdes para Msp 1, O e P, (Figura 7 e Tabela 13). Geurgas (1998)
encontrou 48 haplétipos nas populagdes de D. hominis provenientes do sudeste do Brasil.
Destes 48 haplotipos 10 foram novamente detectados neste estudo (Tabela 15). Além destes
foram detectados 24 novos haplotipos (Tabela 14). Até o momento, foram encontrados 72
haplotipos para a espécie em populacdes brasileiras.

A distribui¢do dos haplétipos nas populagdes € variavel, sendo que dois deles sdo os
mais freqiientes, haplotipos 1 e 3. Os demais podem ser considerados raros ja que alguns
deles aparecem somente uma unica vez e sdo exclusivos para uma determinada populagio

{Tabela 16)
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Figura 6. Autoradiograma dos 5 padrdes encontrados para a enzima Hind ITI. Coluna
| marcador de peso molecular A HirndlIl /¢ x 174Haelll . Coluna 2 padrio A; coluna 3
padrédo B; coluna 4 padréo C; coluna 5 padrdo novo D;coluna 6 padrdonovoE.
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Figura 7 Autoradiograma dos 15 padrdes encontrados para a enzima Mspl. Coluna 1
marcador de peso molecular A Hindll1/ ¢x 174Haelll . Coluna 2 padrdo A: coluna 3
padrdo B; coluna 4 padrao C, coluna 5 padrdo D; coluna 6 padrao E; coluna 7 padréao
F: coluna 8 padrio G; coluna 9 padrdo H: coluna 10 padrio I; coluna 11 padrdo J;
coluna 12 padrio L; coluna 13 padrdo M, coluna 14 padrdo N, coluna 15 padrdo novo
O ecoluna 16 padrdonovo P.
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Tabela 13: Padrdes de restricdo de endonucleases de restrigio Msp |
e Hind 11l da espécie D. hominis, indicando os novos padrdes
encontrados para estas enzimas (em verde).

Enzima e Padrdo  Sitio de Clivagem Tamanho dos Fragmentos
Hind III A/AGCT

A 5,5;4,2;3.4; 3,1

B 7,3,5,5;3.4

C 8,5:4,2;3.4

I b

<

7}
g

P

C/CGG
6,8; 5,8; 4,1
15,3; 4,1
9.4: 6,8
8.,6; 8,1
12,4;5,8
20,0
7.3;5.4; 4,1
6,8;5.8:3,7
8,6;5,8;,2,6
15,3;:2.6; 1,7
5.8;4,1;3,0
8.,6:6.8:1,3
15.3;3,6

ZZ 0O =" @mammo oW

- oM
CA4 e 2o 24

~

10,5, 2.6 2.4

50



Tabela 14: Relagdo dos 24 novos haplétipos
encontrados nas 12 populagdes de D. hominis

Numero do
Haplétipo Haplotipo

49 AAAAAAPD
50 AAAAEAPD
51 BAAAAAAA
52 AAAADABA
53 BCADDABA
54 AAAADAGA
55 AAAAAAPE

56 AAAAAAPC
57 AAAAAAOB
58 AAAAGAPE
59 BBABDAPC

60 AACAAAPD
61 AAAEAAPD

62 BCABAAGC
63 BCABAAMA
64 BBABDAMA
65 AAAAHAAA
66 AACABADB
67 AAAAADEA
68 AAAAADAA
69 ACAAADAA
70 AACAAABB
71 AAAAAEFA

72 AAAALADB
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Tabela 15: Relagdo dos 10 haplotipos encontrados por
Geurgas (1998) que se repetem nas 12 populagGes de D.
hominis analisadas neste trabalho.

Numero do
Haplétipo Haplotipo
1 AAAAAAAA
2 AADAAAAA
3 AAAAAABA
4 AAAAAAFA
7 AABABADB
13 AAAAAABB
14 AAAAEAAA
18 AAAAAAEA
43 AABALBDB
46 AAAAAABC
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Tabela 16: Freqiiéncias dos 34 hapl6tipos encontrados nas 12 populagdes de D. hominis analisadas

Haplétipos Socorro Campinas P;f;”;:';o S""ﬁ:: Cdceres Pelotas Andpolis Brasopolis Pirassununga m Cif;:'»s g;":;
1 0.300 0,364 0,545 0,125 0273 0,091 0,364 0,143 0.091 0,182
2 _ _ e i 0,091 )

3 0.300 0,364 0455 0,625 0273 0,091 0,545 0,429 0,091 0,182
4 0,100 - . : 0286 0,091 0,091
7 0,091
13 0,100 0,091 ' 0273 0,091 '
14 0,100 0,091 0,091

8 0,182 0,182 0,091 : 0,273 0,091
3 0.091
46 0273
49 0,182 0,091

50 0,091 0,091

51 0,091

52 0,091

53 0,125

54 : 0,125

55 0,091 0,364

56 0,182

57 0,091

58 0,091

59 0,091

60 0,091

6l 0,091

62 i - Cemiiny 0,091
63 0,091
64 ' ! : I NS 0,091
635 0,143

67 0.273

68 _ : 0,273 .

69 0.091

70 ; i i 0,091

71 0,091

72 0,100 ; ;
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Foi encontrada uma alta diversidade haplotipica intrapopulacional. A populagdo de
Caceres, que possui apenas 2 haplotipos, apresentou o menor valor de diversidade
haplotipica d = 0,5453; em contrapartida, a populagio de Ponta Grossa, onde cada
individuo amostrado possui um haplétipo diferente, apresentou a maior diversidade
haplotipica com d igual a 0,9818 (Tabela 17).

Os valores das médias de diversidade nucleotidica (n) intrapopulacional e
interpopulacional foram baixos . A populag@o de Céaceres apresentou o menor valor de =
intrapopulacional igual a 0,0017 e a popula¢iio de Ponta Grossa apresentou o maior valor

de 7 intrapopulacional iguat a 0,0169 (tabela 17).

Tabela 17: Diversidade haplotipica intrapopulacional e seus respectivos
desvios-padrio e diversidade nucleotidica intrapopulacinal, nas 12
populagdes de D. hominis.

Populagdes Diversidade Haplotipica Diversidade nucleotidica
Socorro 0,8667 £ 0,08501 0,006191
Campinas ,8545 + 0,08523 0,007606
Patrocinio paulista 0,8727 £ 0,08912 0,012362

S#o Roque de Minas 0,9273 + 0,06647 0,008841
Pelotas 0,6429 +0,18412 0,009790
Céceres 0,5455 £ 0,07222 0,001799
Anapolis 0,8364 £ 0,07016 0,008135
Bras6polis 0,8909 + 0,07404 0,012090
Pirassununga 0,6182 +0,10382 0,002348
Presidente Prudente 0,8095 + 0,12984 0,004128

Sdo Carlos 0,8909 £ 0,07404 0,005405

Ponta Grossa 0,9818 £ 0,04632 0,016992
Media 08114 =0.00752 0,007974 = 00000016

Os valores das médias de diversidade nucieotidica interpopulacionais variaram de
0,0019, entre as populagdes de Caceres e Pirassununga, a 0,0240, entre as populagdes
Patrocinio Paulista e Brasopolis (média = 0,010 e desvio padrio = 0,000). Os valores das
médias de divergéncia nucleotidica variaram de —0,0004, entre as populagSes Anapolis e
Socorro, a 0,0128, entre as populagdes Brasépolis e Patrocinio Paulista (média = 0,0022 ¢
desvio padrio = 0,000) (Tabela 18).
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A similaridade (Nei & Li, 1979), encontrada nas populagdes de D. hominis, atraves

do RFLP do mtDNA foi alta. Os valores das médias de similaridade intrapopulacional

variaram de 0,575, em Ponta Grossa, a 0,926 em Caceres; e os valores das médias de

similaridade interpopulacional variaram de 0,545, entre Ponta Grossa ¢ Patrocinio Paulista,

a 0,926, entre Pirassununga e Andpolis (Tabela 19).

Tabela 19: Medida de Similaridade (S) de RFLP do mtDNA (Nei & Li, 1979)
intrapopulacional na diagonal e interpopulacional abaixo desta, nas 12 populag¢Ses
analisadas de D. hominis.

1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12
1.Socorro (1028
2.Campinas 0,903 0293
3.Patrocinio Psta 0,801 0,83 .33
4.8. R. de Minas 0,913 0,893 0,805 0.8«
5.Pelotas 0,901 0864 0,766 0,888 0.335
6.Caceres 0,95 0,92 0,803 0,932 0,922 o4
7.Andpolis 0,914 0,886 0,793 0,893 0,833 0,93 03893
9.Brasopolis 0,822 0,803 0,691 0,809 0,789 0,846 0,806 0.834
9 Pirassununga 0,946 0,914 0,799 0,928 092 0972 0,927 0,84 0965
10.Pres. Prudente 0,939 0,91 0,803 0,923 0913 09 0918 0,832 0,956 0917
11.S40 Carlos 0,923 0,906 0,81 0,909 0,895 0,943 0906 0,819 094 0,935 0.923
12.Ponta Grossa 0,859 0,836 0,752 0,844 0,84 0,873 0,842 0,758 0,869 0,867 0,854 0.797

O dendrograma, obtido pela distincia de Nei & Li (1979), representa uma possivel

forma de agrupamento das doze populagdes analisadas com RFLP do mtDNA (figura 8). A

analise da correlacio entre distdncia geografica e a distdncia de Nei 1972, mostrou que nao

existe correlagdo entre a distdncia genética e a distdncia geogrifica (dado ndo

representado).
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Populagdes

0,240 0,200 0,160 0,120 0,080 0,040 0,00

0,055 Socorro

0,028 Caceres

0,042 Pirassununga
0,065 Presidente Prudente
0,075 Séo Carlos
0.085 Sdo Roque
0;095 Anapolis
0,102 Campinas
0,146 Pelotas

0,188 Ponta Grossa
0,213 Brasopolis

- Patrocinio Paulista
0,240 0,200 0,160 0,120 0.080 0,040 0.00

Figura 8: Dendrograma das doze populag6es analisadas, obtido a partir da distincia de Nei &
Li (1979), com os dados de RFLP do mtDNA, através do algoritmo UPGMA.
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A estimativa do indice de diversidade ¢st (Excoffier et al.,1992) para as amostras de
D. hominis, analisadas através do RFLP do mtDNA, foi de 0,083 (Tabela 20). Geurgas
(1998) encontrou um ¢st de 0,07 (Tabela 21). A estimativa do ¢st para todas as amostras

da mosca do berne, até o momento analisadas, foi de 0,06 (Tabela 22).

Tabela 20: Anilise molecular da varidncia (AMOVA) de Excoffier et al. (1992) nas 12
populagbes de D. hominis analisadas por RFLP do mtDNA:

Tipo de Variagio Graus de Liberdade Soma dos Componentes da Porcentagem da
Quadrados Varidncia Variagio

Entre populagdes 11 8,605 0,03661 (va) 8,3 %

Dentro de 112 45,306 0,40452 (vb) 81,70 %

populagdes

Total 123 53,911

{ndice de diversidade Py = 0,083

Tabela 21: Anilise molecular da varidncia (AMOVA) de Excoffier et al. (1992) nas
populacdes de D. hominis analisadas através do RFLP do mtDNA por Geurgas (1998):

Tipo de Variagio Graus de liberdade Soma dos Componentes da Porcentagem da
quadrados Varidncia Variagio

Entre populacdes 13 11,907 0,03159 Va 7,10 %

Dentro de 213 88.018 0,41323 Vb 92,90 %

populagbes

Total 226 99,925 0,44482

fndice de diversidade st = 0,071

Tabela 22: Analise molecular da varidncia (AMOVA) de Excoffier et al. (1992) nas 21
populacdes de D. hominis até o momento analisadas .

Tipo de Variacao Graus de liberdade Soma dos Componentes da Porcentagem da
quadrados Variancia Variagio

Entre populagdes 19 16,814 0,02933 Va 6,58 %

Dentro de 304 126,612 041649 Vb 93,42%

populagdes

Total 323 143,426 0,44582

Indice de diversidade ¢ty = 0,066
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V Discussao

RAPD

A espécie D. hominis apresentou-se bastante polimérfica para o RAPD. Foram
amplificados 129 fragmentos, todos polimdrficos com os seis “primers” selecionados. Toda
esta variabilidade ¢ dificilmente visualizada e subdividida (componentes intra e
interpopulacionais), sendo necessdria uma abordagem estatistica para melhor interpretar os
dados ( Ballinger-Crabtree et al ,1992).

Virios sio os métodos empregados na medida de variabilidade produzida pelo
RAPD. Visando estimar mais adequadamente a variabilidade encontrada em D. hominis,
utilizamos os indices mais citados na literatura e outros, que em teoria, s80 promissores,
apesar de pouco utilizados.

As similaridades intrapopulacionais calculadas com os indices de Dice, Jaccard e
Coincidéncias simples foram maiores que as interpopulacionais. Esta diferenca pode ser
atribuida a uma maior identidade entre individuos da mesma populagio, devido ao tamanho
das amostras e ao comportamento reprodutivo da espécie.

Quando foram comparadas as similaridades, Dice, Jaccard e Coincidéncias simples
produzidas por matrizes de dados diferentes (completa e reduzida), observou-se diferengas
entre os valores de cada indice calculados com cada uma destas matrizes.

Os valores de Dice calculados a partir da matriz reduzida foram menores que os
calculados com a matriz completa. Isto deve-se, simplesmente ao, fato de que o indice de

Dice considera apenas as presencas de fragmentos em comum. Na redugdo da matriz sio
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retirados os fragmentos mais freqlientes, o que pode estar causando a diminuic3o da
estimativa da similaridade entre os individuos.

Ja os valores de similaridade calculados a partir de Coincidéncias simples (M)
tiveram seus valores aumentados quando do uso da matriz reduzida. Este resultado deve-se
ao fato de que M, além de considerar fragmentos em comum no célculo da similaridade,
também considera as auséncias, que com a reducdo da matriz, sdo aumentados em
proporg¢do, causando o aumento da similaridade neste indice.

A medida de similaridade de Jaccard apresentou alta correlagdo com Dice, tanto
quando do uso da matriz completa quando do uso da matriz reduzida, como era esperado ja
que as duas medidas baseiam-se nos fragmentos em comum, encontrados para cada par de
individuos. Portanto, pelo menos para esta espécie, estas medidas sdo compativeis e levam
a0s mesmos resultados.

O use da matriz reduzida nos calculos de Dice, Jaccard e M foi efetuado para
verificar se seria possivel minimizar os erros de analise que podem estar contidos na matriz
completa de dados. No entanto, quando estas medidas foram correlacionadas entre si,
encontrou-se uma alta cormrelacio quando do uso da matriz completa, 0 que nfo foi
encontrado com o uso da matriz reduzida. Além disso a distdncia (1-M), baseada nas
Coincidéncias simples (M), a partir da matriz reduzida, ndo se correlacionou
significativamente com nenhuma das distincias utilizadas neste trabatho. Associados a
estas verificagbes, os resultados calculados a partir da matriz reduzida nfio podem ser
comparados com os obtidos em outros organismos, ja que outros autores nio utilizam esta
reducfo. Provavelmente, estes resultados estejam indicando que a redugéio da matriz pode
estar causando perda de informag#o. Ao contrario do que se esperava, a matriz completa foi

mais eficiente no calculo de Dice e M que a matriz reduzida. Esta observagdo pode ser
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explicada pelo fato de que a matriz completa contém uma quantidade muito maior de
fragmentos que a reduzida, o que para estes indices, Dice ¢ M, pode ser uma grande
vantagem, uma vez que, um grande nimero de marcadores pode minimizar os efeitos de
desvios de interpretacdo dos dados .

Os valores de similaridade utilizados neste trabalho variam linearmente de 0
(auséncia de similaridade) a 1 (similaridade total). Portanto, as médias de similaridade
{Dice e M) encontradas em D. hominis foram baixas quando comparadas aos valores
obtidos por outros autores ( anexo 1), j4 que as médias intrapopulacionais foram de 0,619
para Dice e 0,752 para M, e as médias interpopulacionais foram de 0.461 para Dice ¢ 0,644
paraM.

Infante-Malaqguias et al. (1999), estudando populagtes do sudeste do Brasil e Norte
da Argentina, da espécie causadora de miiase Cochliomyia hominivorax, encontraram
valores de Dice variando entre 0,714 e 0,785 intrapopulacionalmente, e de 0,582 a 0,653
interpopulacionalmente. Os valores de M variam de 0,789 a 0,849 dentro da populagdes ¢
de 0,704 a 0,789 entre as populagdes. Estes autores concluiram que os individuos dentro
das populagdes estdo fortemente relacionados e que as populagdes sdo muito parecidas
entre si. Os valores encontrados para C. hominivorax foram muito maiores que 0s
encontrados nas seis populagdes analisadas neste trabalho sugerindo uma alta variabilidade
da mosca do berne tanto dentro quanto entre as populacdes detectadas por RAPD. Yotoko
(1998) estudanto seis populagdes de D. hominis, no sudeste brasileiro, encontrou valores de
Dice variando entre 0,735 a 0,761 intrapopulacionalmente e de 0,647 a 0,678
interpopulacionalmente. Os valores de M variam de 0,784 a 0,805 dentro das populagdes ¢

de 0,711 a 0,734 entre as populagdes. O autor concluiu que existe uma alta similaridade
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intrapopulacional e interpopulacional mostrando que as populagées sdo bastante
semelhantes entre si.

As estimativas de disténcia genética, calculadas a partir dos coeficientes F'st e ¢st
(Tabela 9), apresentaram correlagdo significativa com Dice, Jaccard e Coincidéncias
simples obtidos a partir da matriz reduzida de dados, que podem estar subestimando (no
caso de Dice e Jaccard) ou superestimando (Coincidéncias simples) as distancias entre as
populagdes, como foi sugerido acima. Além disso, as correlagdes cofenéticas entres estas
estimativas e seus respectivos dendrogramas ndo foram significativas. Isto pode estar
indicando que o F'st € 0 ¢sr calculados para cada par de amostras ndo foram apropriados
no estudo da variabilidade genética de D. hominis.

O calculo da distancia genética de Nei (1972) (Tabela 8) ¢ uma das mais utilizadas
em estudos de populacdes. Para dados obtidos com RAPD, o uso desta distdncia nio ¢
muito difundido, j& que exige uma série de corre¢des e deve partir de alguns pressupostos
(propostos por Lynch & Milligan, 1994), como por exemplo o equilibrio de Hardy-
Weinberg. Esta medida apresentou correlacio significativa com as medidas de Dice,
Jaccard e M calculadas a partir da matriz completa, o que sugere que este pode ser um
conjunto robusto de resultados, pelo menos para a mosca do berne. Além disso, a utilizagfo
desta medida pode ser util na comparacio entre estudos efetuados com RAPD e com
marcadores codominantes.

O dendrograma obtido a partir da medida de Nei (1972) (Figura 4) mostrou que ha
pouca distdncia entre as amostras, sendo a maior delas de 3,5%. Este resultado ¢
semelhante ao encontrado na Cochliomyia hominivorax por Infante et. al, (1999) (maior

distidncia interpopulacional igual a 10%) onde os autores concluiram que as amostras
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encontravam-se fortemente relacionadas. Portanto, os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que as amostras analisadas so muito parecidas quanto aos loci amplificados via
RAPD. Esta observacio foi refor¢ada pela analise da correlagdo entre distdncia genética e
distancia geografica (Figura 5), a qual mostrou que existe certa correlagio entre estas duas
variaveis. Este resultado pode indicar a existéncia de fluxo génico entre as populagdes
amostradas, o que pode causar a diminuigfo das distincias genéticas.

Outros dendrogramas (dados nio apresentados), apesar de apresentarem altas
correlagbes cofenéticas com suas respectivas medidas de distdncia, mostraram diferentes
agrupamentos entre as amostras. Este resultado pode estar indicando, mais uma vez, uma
similaridade muito grande entre os individuos coletados em diferentes regies do Brasil.
Além disso, assim como o dendrograma produzido pelo célculo de Nei (1972), todos os
dendrogramas indicam diferengas relativamente pequenas entre as amostras. Neste caso, as
diferencas entre os agrupamentos podem ser explicadas apenas por diferencas nos
algoritmos utilizados para os calculos de distdncia e nfio por diferengas com real significado
biolégico.

O indice de estruturacio estimado para D. hominis foi de 0,125 quando calculado
com o F’st de Lynch & Milligan e 0,172 para o dst (Excoffier et al., 1992). Estes valores
sugerem que as amostras estudadas neste trabalho sejam de moderada a altamente
estruturadas, segundo a interpretagfio proposta por Wright {1978).

No entanto, esta interpretacdo do indice de estruturagfo parece ndo corresponder ao
esperado para esta espécie, ja que a mosca do bemne é uma praga da pecuaria, € que
portanto esta sujeita a influéncia antropica sobre seus hospedeiros. Considerando que o

hospedeiro principal do berne é o gado bovino, o transporte deste de uma regifio para outra
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pode acarretar num transporte passivo das larvas. Deste modo, pode ser estabelecido o
fluxo de D. hominis entre as regifes. Os resultados obtidos anteriormente a este trabalho,
Yotoko (1998) e Geurgas (1998), sugerem que esta espécie ndo apresenta estrutura¢io para
as amostras analisadas, fortalecendo a hipdtese de que exista fluxo génico entre elas.

Slatkin (1989) sugeriu que s existe diferenciagéo significativa entre subpopulagdes
quando o Nm for < 1, o que ndo € o caso da mosca do berne que sempre apresentou Nm >
1, em todas as analises realizadas, refor¢ando a hipotese de que a espécie n3o se encontra
estruturada.

As interpretagées propostas por Wright (1978) devem ser aplicadas com cautela aos
marcadores do tipo dominante, j4 que o indice de estruturacdio proposto por este autor foi
criado para quantificar a estruturag@o entre populagbes, quando estudada com marcadores
codominantes, com poucos loci. O F’sr (Lynch & Milligan, 1994) € uma adaptagio do Fsr
de Wright (1978) para o RAPD. Isto pode influenciar na interpretagdo dos resultados, visto
que o RAPD ¢ um marcador dominante, e que, neste tipo de marcador, a heterozigosidade,
na qual se baseia o célculo do Fst, nfo pode ser medida nas amostras, ¢ sim, estimada a
partir de uma série de pressupostos. Além disso, 0 RAPD produz uma quantidade muito
grande de fragmentos. Estes dois fatores associados podem causar uma interpretaco
inadequada da estrutura das amostras utilizando o F’st com os pardmetros estabelecidos por
Wright.

Outro fator que deve ser considerado, é o fato de na analise do F’st (Lynch &
Milligan, 1994), deve-se considerar uma série de pressupostos, tais como equilibrio de

Hardy-Weinberg, que podem ndio corresponder ao que esta ocorrendo nas populagSes de D.



hominis, com isto, a analise da estrutura de populagdes atraveés do F’st (Lynch & Milligan,
1994) estaria fragilizada.

Os altos valores dos indices de estrutura¢fio encontrados para as amostras de D.
hominis analisadas por RAPD e, os exemplos encontrados na literatura, sugerem que seria
necessaria uma padronizagiio da escala de valores, para a interpretagdo dos indices de
estruturagfo utilizados em marcadores dominantes. Esta padronizagdo deve ser balizada em
caracteristicas ja conhecidas das espécies estudadas e na comparagéo dos resultados obtidos
em organismos diferentes associados aos resultados obtidos com outros marcadores, como
por exemplo isozimas.

O ¢st (Excoffier et al,1992) foi criado para quantificar a diversidade nas
populagdes estudadas com o RFLP do DNA mitocondrial, com as mesmas interpretagdes
de Wright. Segundo Excoffier et al, 1992, este ¢ um método alternativo de utilizagfio dos
dados disponiveis obtidos com uma série de marcadores moleculares, que tem a vantagem
de ser flexivel o suficiente para acomodar uma série de pressupostos relativos & evolugfo de
diferentes sistemas genéticos. Huff et al. (1993) sugeriram a utilizacdo do ¢st para dados
obtidos com RAPD, que permite a parti¢io da variagio em componentes intrapopulacionais
e interpopulacionais. A utilizagio deste indice visa minimizar a quantidade de pressupostos
gue sfo necessarios na determinacfio da estrutura das populagSes quando estimada com o
RAPD, pois nfo depende da quantificagéio dos heterozigotos, entre outros pressupostos. A
interpretacdo do ¢st depende apenas dos pressupostos das medidas de distancia utilizadas.

A variabilidade das populagSes da mosca do berne por RAPD quando analisada
pelo método AMOVA, € maior dentro da populagdes 80,8% quando 6 amostras sdo

analisadas ¢ 80,3% quando 12 amostras sfo analisadas. No entanto, € encontrado cerca de
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20% de variagdo entre as populacdes, o que estaria indicando que existe uma pequena
diferenciacdo entre as populagdes, porém esta diferenciagio nfo € suficiente para indicar
uma estruturagdo desta populagdes.

Sinclair et al. (1996) analisando a variabilidade e a estrutura das populagdes de 6
populacdes de Preropus scapulatus, através de RAPD e isozimas, encontrou que 95% da
variagdio encontra-se dentro da popula¢des pelo método AMOVA e um Fst baixo de 0,028
com dados de isozimas e que portanto as espécies se comportam como uma grande unidade
intercruzante.

No entanto os resultados do ¢st , analisados como medida de estruturagdo, obtidos
para a2 mosca do berne, se interpretados como foi proposto por Wright (1978), sugerem
uma estruturacdo ainda maior que a obtida com o F’gr (Lynch & Milligan, 1994). Este
resultado estaria em confronto com os dados obtidos até 0 momento com a analise dos
dados de RAPD e com as informagdes disponiveis sobre a biologia da espécie. Isto também
foi encontrado por Todd et al. (1997) estudando a estrutura de populagdes de um parasita de
salmdo, Leplophtheirus salmonis em 16 populagdes da Escocia, através de RAPD e
isozimas. Esta espécie possui uma grande capacidade de dispersio pois a larva €
planctdnica e o adulto pode ser transportado passivamente pelo hospedeiro que ¢ uma
espécie migratéria. Quando foi realizada analise da estrutura de populagdes através de
isozimas nio foi encontrada diferenciagdo entre as populacbes, indicando a ndo
estruturacio desta espécie. No entanto, a andlise através do RAPD utilizando o ¢st como
medida de estruturagdo indicou que a espécie encontra-se estruturada com ¢st = 0,362.

A andlise das seis populagbes através do marcador RAPD sugere que a espécie

comporta-se como uma metapopulagio, composta de populagdes altamente variaveis, como
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verificado na analise pelos varios indices de similaridade e distincia genética utilizados. A
maior parte da diversidade encontra-se dentro das populagbes porém existe uma certa
diversidade entre as populagdes como foi verificada pelo AMOVA. No entanto esta
diversidade interpopulacional ndo € suficiente para indicar a estruturagdo das populagdes. A
andlise do Nm e da correlagiio entre distAncia genética e distancia geografica sugeriram a
existéncia de fluxo génico entre esta populagdes que estaria dificultando o processo de
estruturaciio das populagfes. Este fluxo génico deve ocorrer provavelmente devido ao
transporte passivo das larvas através do trafego de hospedeiros de uma regido para outra ,
visto que os adulto apresentam uma baixa capacidade de dispersio € ndo se sabe nada sobre
a dispersdo dos vetores. Estes resultados corroboram com os anteriormente encontrados por

Yotoko (1998).

RFLP do mtDNA

D. hominis apresentou-se altamente polimoérfica para o RFLP do mtDNA. Foram
detectados 24 novos haplétipos além dos 48 ja descritos por Geurgas (1998) e Geurgas et al.
(2000), o que perfaz um total de 72 haplétipos até agora encontrados para a mosca do berne.
Este grande niimero de hapldtipos de certa forma corrobora a hipdtese de que a espécie €
altamente varidvel, sugerida através dos resultados obtidos com RAPD.

Em outros organismos, o nimero de haplétipos encontrados € bem menor do que o
detectado na mosca do berne. Infante & Azeredo-Espin (1995) encontraram 15 haplotipos
mitocondriais na analise de 4 populagdes do sudeste brasileiro da espécie causadora de miiase

Cochliomyia hominivorax e concluiram que esta espécie ¢ altamente varidvel. Latorre et al.
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(1992) encontraram 13 haplétipos mitocondriais em 38 populacSes de Drosophila subobscura
amostradas em diferentes paises da Europa e ilhas do Continente Africano.

As freqiiéncias dos haplétipos nas populagdes D. hominis mostram que existem alguns
hapldtipos amplamente distribuidos entre as amostras e que apresenitam freqiiéncias
relativamente altas na maioria delas. Por outro lado ha a ocorréncia de haplétipos raros, que
em alguns casos foram de ocorréncia unica na amostra total e em outros foram
compartilhados por algumas populagdes (Tabela 16).

A diversidade haplotipica amostra variou de 0,545 em Caceres onde foram detectados
apenas 2 haplétipos em 11 individuos a 0,982 em Ponta Grossa onde foram detectados 10
haplétipos, com 0 mesmo tamanho amostral (Tabela 17).

Grande quantidade de haplotipos foi detectada nesta espécie, e os valores de
diversidade nucleotidica dentro e entre as populagdes foi pequena, comparadas aso resultados
de outros autores (Anexo 2). Estes resultados sfo explicados pela presenga de haplétipos
comuns entre as amostras e 4 grande semelhanca entre os haplotipos, inclusive os raros, que
diferem em poucos sitios de restri¢do com os mais comuns.

A divergéncia nucleotidia (d) componente exclusivamente interpopulacional da
diversidade nucleotidica, foi baixa, apresentando valores negativos para alguns pares de
populacdes. Nei (1987) sugere que valores negativos de divergéncia nucleotidica, como a
encontrada nas amostras analisadas de D. hominis, indicam alta similaridade entre
populagdes. Esta mesma conclusdo foi obtida com os resultados de RAPD.

Os valores de similaridade (Nei & Li, 1979) foram altos variando de 0,797 a 0,984
dentro das populagdes; e de 0,691 a 0,972 entre as populagdes. Assim como na diversidade
nucleotidica, a alta similaridade do indice de Nei & Li (1979) deve-se ha uma alta freqtiéncia

de haplétipos comuns compartilhados e haplotipos raros encontram-se relacionados a estes.
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O dendrograma da distancia de Nei & Li (1979) (1- Similaridade) sugere que as
populagdes sdo muito semelhantes, provavelmente a ocorréncia de fluxo génico pode estar
homogeinizando a variabilidade entre as populagdes. Apesar de nfo ter sido obtida uma
correlagio entre esta distdncia e a distdncia geogréfica, a ocorréncia de haplétipos raros
compartilhados sdo uma forte evidéncia da existéncia de fluxo.

O indice de diversidade ¢st proposto por Excoffier et al. (1992), indica uma baixa
estruturagfio (¢sy = 0,08) entre as amostras de D. hominis estudadas com o RFLP do mtDNA,
seguindo a escala proposta por Wright (1978). Este resultado foi parecido com o
anteriormente encontrado por Geurgas (dst = 0,07)(1998) e com o valor estimado para todas
as populages até entdo estudadas com este marcador (¢st = 0,06), o que reforga a hipétese de
que a espécie nfio esteja estruturada, j4 que o aumento no nimero de individuos e populagdes
estudados nfio alterou os resultados obtidos e a interpretago dos dados.

A analise do mtDNA através do RFLP nas doze populagdes amostradas, revelou que
as populagdes sio bastante varidveis pela niimero, distribui¢io e freqii€ncias dos haplotipos.
Além disso a presenga de haplétipos raros compartilhados indicou a existéncia de fluxo
génico que estaria homogeneizando esta variabilidade entre as populagdes.

A alta variabilidade detectada no mtDNA de D. hominis merece uma atencio especial
pois foi encontrado um do grande numero de haplotipos nesta espécie. Além disso, Lessinger
& Azeredo-Espin (2000) estudando a regido controle (rica em A+T) de D. hominis e mais 4
outras espécie causadoras de mifases, encontraram uma variagdo no tamanho desta regido,
sendo que a mosca do berne apresentou um tamanho maior (1570 pb) quando comparada as
outras espécies (1178 - 986 pb). Esta variagio pode ser devido a dele¢des e/ou insercdes, além

da presenga de curtas seqiiéncias repetitivas.
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Um outro fator que pode estar envolvido pa variabilidade encontrada no MtDNA na
mosca do berne seriam as mutagbes causadas por espécies reativas de oxigénio (ROS) ou
radicais livres. Estes sfo produzidos normalmente no metabolismo aerébico (Richeter et al.,
1988). As células possuem mecanismos de defesa para controlar os ROS, quando a producgo
de radicais livres excede a capacidade dos sistemas de controle que recebe o nome de estresse
oxidativo (revisdo em Halliwell & Aruoma, 1991). O estresse oxidativo pode causar danos no
DNA tais como quebra na cadeia simples ou dupla; aberragdes cromossémica (revisdo em
Halliwell & Aruoma, 1991) e oxida¢do de residuos de bases e agucares (Richeter et al., 1988).
Richeter et al.(1988) encontraram uma maior oxidagfio do mtDNA do que no nuclear e
postularam que isto pode ser explicado pelo fato de que a mitocondria consome 90% do
oxigénio celular e a cadeia respiratoria é uma fonte continua de oxigénio; 0 mtDNA ndo
possui a protegio de proteinas, tais como, as histonas, e por isso seriam mais vulneraveis aos
ataques pelos ROS que o DNA nuclear e finalmente que o mtDNA pode ser menos eficiente
no reparo de substituicio de bases no DNA e erros de replicagdo do que 0 DNA nuclear.

A liberagiio de radicais livres na metaboli¢io dos inseticidas utilizados no controle
desta praga podem estar causando as muta¢des encontradas no DNA mitocondrial da mosca
do berne. Embora ndo exista nenhum estudo prévio sobre o metabolismo destes inseticidas e a
liberagio de radicais livres, sabe-se que alguns herbicidas liberam radicais livres quando séo
metabolizados, e estes sio a base de acio destes agentes quimicos, como por exemplo o
Paraquat (Winterbourn, 1981; Winterbourn & Sutton, 1984). No entanto para confirmar esta
hipotese deve ser realizado estudos sobre a metabolizagdo dos inseticidas utilizados no
controle do berne e os danos causado no DNA mitocondrial pelos residuos liberados neste

Processo.
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RAPD e RFLP do mtDNA

Os dois marcadores detectaram alta similaridade entre as populagdes estudadas. Esta
similaridade pode ser explicada pelo fato de que as larvas de berne estdo associadas ao gado
bovino, que ¢ transportado extensivamente em todo o territério nacional, provocando uma
migragiio passiva da larva através dos hospedeiros infestados entre as regides amostradas que
podem estar proporcionando o contato e um fluxo génico interpopulacional e homogeinizagdo
das mesmas.

Esta homogeinizagio é corroborada pela estimativa do indice de fixagdo calculado
com o RFLP do mtDNA. Este resultado, associado ao fluxo presente nesta espécie, confirma
a necessidade de novos parimetros para a interpretagdo da estrutura das populagbes estimadas
a partir dos coeficientes de F’st (Lynch & Milligan,1994) e ¢st (Excoffier et al.,1992),
calculados comn fragmentos produzides por RAPD.

Apesar da alta similaridade encontrada ertre as populagdes, uma alta variabilidade foi
detectada entre os individuos por ambos os marcadores utilizados neste trabalho, 0 que mostra
que a maior parte da variabilidade da espécie esta contida dentro das popula¢es e nio entre
elas. Como ja foi explicada para os indices de estruturaggo, estes resultados devem-se ao alto
fluxo génico entre as populagdes.

A origem desta variabilidade pode ter acontecido no periodo anterior a colonizagio
européia no continente americano. Antes deste periodo, supdem-se que as populacdes do
berne fossem pequenas e isoladas, permitindo que se diferenciassem por agdo de deriva
genética, ¢ com o passar do tempo surgiu toda a variabilidade hoje existente. Com a

introdugéio e domesticagio do gado houve um aumento de recursos (hospedeiros) e isto fez
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com que a espécie aumentasse a densidade populacional, tormando-se assim uma praga, sem
ter sua variabilidade diminuida. Além disso, com o transporte do gado, esta variabilidade vem
sendo distribuida pelas diferentes regides de forma cada vez mais rapida em todo o territorio
brasileiro.

D. hominis é uma espécie de grande interesse econdmico, por ser uma das principais
pragas da pecuaria brasileira. Além disso, apresenta um grande interesse biologico devido a
sua estratégia de dispersdo através de insetos vetores e peculariedades do seu ciclo de vida,
que impedem a manutengdio desta espécie em condi¢Ses de laboratério. A abordagem
genética baseada em dois tipos diferentes de marcadores moleculares utilizada neste trabalho,
demonstrou a grande variabilidade desta espécie. A utilizagio desta abordagem ao longo do
anos, permitird o monitoramento destas populagdes e o estabelecimento de métodos mais

eficientes para o controle desta importante praga da pecudria brasileira.
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VI Consideragbes gerais

A andlise das varias abordagens utilizadas para quantificar a variabilidade da espécie,
demonstrou que a utilizagfio da matriz completa dos dados em qualquer um dos indices
foi mais eficiente que a utilizagio da matriz reduzida. Além disso, a distancia de Nei
(1972) apesar de pouco utilizada, no caso da mosca do berne, apresentou resultados
concordantes com o encontrado nas outras medidas, a utilizagdio desta medida nos
permite comparar os resultados com os obtidos com marcadores codominantes.

A espécie D. hominis mostrou-se bastante variavel para os dois marcadores moleculares
como foi verificados nas medidas de similaridade e niimero e frequéncia de haplétipos.
Esta variabilidade encontra-se distribuida homogeneamente nas amostras analisadas. A
homogeneizagio das populacdes pode ser consequéncia de fluxo génico entre as
populagdes, que foi verificado pela existéncia de haplétipos raros compartilhados entre
as populacdes.

A mosca do beme comporta-se como uma metapopulagio, onde as populagdes que a
compdem possuem fluxo génico entre si. Este fluxo é causado, principalmente, pelo
transporte passivo das larvas através dos hospedeiros.

A escolha de uma estratégia de controle desta praga deve considerar a alta variabilidade

da espécie, a ndo estruturacio das populagdes e o fluxo génico.
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Apéndice [

Anexo I: Valores de similaridade obtidos a partir de RAPD copilado de outros autores que

realizaram estas medidas em outros insetos.

Autores Espécie Similaridade Similaridade
intrapopulacional interpopulacional
Douwdy & McGaughy (1996) Plodia interpunctella Dice: 0,834 - 0,939 Dice: (,589 - 0,809
(lepidoptera)
Ballinger-Crabtree et al. (1992) Aedes aegypti Dice: 0,43 - 0,87
(Diptera)

M: 0,68 - 0,86

Willians et al. (1993) Listronotus bonariensis Dice: 0,388 - 0,647 Dice: 0,238 - 0,634.

(Coleoptera)

Pornkulwat et al. (1998} Qestrina nubilabis Dice: 0,926 - 0,956) Dice: 0,870 - 0,894

{Lepidoptera)
Sandoval et al. (1999)

Dicrocoelium J: 0,156 - 0,500 J: 0,047 - 0,565

dendriticum.

{Trematoda)

Anexo II: Valores de Diversidade nucleotidica obtidos a partir de RFLP do mtDNA

copilado de outros autores que realizaram estas medidas em outros dipteros.

Autores Espécie Diversidade Nucleotidica Diversidade Nucleotidica
interpopulacional intrapopulacionai
De Salle et al. (1987) Drosophila mercatorium 0,0019 a 0,0400
Roehrdanz & Johnson (1998) C. hominivorax 0,001 a 0,027
Conn et al. (1593) Anopheles, 0,000 a 0,007 0,005 a 0,032
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