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INTRODUCAO

A. SOBRE AS ESPECIES CAUSADORAS DE MIIASES

Segundo Zumpt (1965), miiase € a infestagio de vertebrados vivos causada por larvas de
dipteros que, pelo menos durante certo periodo, alimentam-se de tecidos vivos ou mortos do
hospedeiro, de suas substéncias corporais liquidas ou do alimento por ele ingerido. Assim, as miiases
primarias sdo provocadas por larvas que parasitam feridas recentes e, as secundarias por aquelas que
atacam os tecidos ja necrosados das feridas.

A familia Calliphoridae inclui, geralmente, larvas de vida livre, que se alimentam de substincias
orgénicas em decomposi¢@o. Os adultos podem ser encontrados em locais diversos como depdsitos de
lixo, carcagas, esgotos, além de alimentos expostos em feiras livres e mercados, tornando-as
importantes vetores do ponto de vista epidemiologico (Greenberg, 1973). Existem ainda, na familia
Calliphoridae, espécies cujas larvas sdo parasitas obrigatorios de tecidos vivos de mamiferos,
provocando as chamadas miiases pimarias (bicheiras) e grandes prejuizos econdmicos, por ter como
principais hospedeiros os animais domésticos, além de animais silvestres e a espécie humana.

Nas areas tropicais e subtropicais das Américas existem seis géneros de Calliphoridae. Dois
deles, Cochliomyia e Chrysomya, apresentam espécies com ampla distribuigdo geografica e
comportamento sinantropico, sendo consideradas de importancia médica e sanitaria por promoverem a
disseminagdo mecanica de patogenos (Linhares, 1981). O género Cochliomyia é endémico do
continente americano e o género Chrysomya foi introduzido, sendo nativo das regiGes tropicais e
subtropicais do Velho Mundo.

A espécie Cochliomyia hominivorax (Coquerel), mosca da bicheira, possui uma distribui¢io
geografica que abrange a América do Sul até as regides norte da Argentina e do Chile (Guimaraes et
al., 1983); e a América Central, atingindo o Caribe ¢ o México. E um ectoparasita de grande
importancia econdmica, pois as fémeas adultas depositam seus ovos diretamente em lesées recentes da
pele do animal e as larvas se alimentam de tecidos vivos do hospedeiro e de suas substincias corporais
liquidas. Esta espécie € considerada uma das principais pragas da pecuéria brasileira causando graves
prejuizos econdmicos por infestar principalmente animais domésticos, além de infestar animais silvestres
e a espécies humana. Em 1966, esta espécie foi erradicada do sul do Estados Unidos através da técnica
de macho estéril, SIT - “sterile insect technique” (Knipling, 1955). Ocorréncias esporadicas e tentativas

de recolonizagio vém sendo continuamente monitoradas e controladas utilizando-se esta técnica



(Krafsur et al., 1987). Em 1988, foi registrada a ocorréncia de infestagdo por C. Aominivorax na Libia
(Beesley, 1990, Gillman et al, 1992).

Cochliomyia macellaria (Fabricius) ocorre desde a Argentina até o sul do Canadd sendo
abundante nas regides tropicais. As larvas da espécie sdo invasoras secundarias de ferimentos,
contribuindo no desenvolvimento de miiases além de também poderem infestar carcagas em agougues e
abatedouros. Apos a introducdo de quatro espécies exoticas do género Chrysomya no Brasil, esta
espécie esta sendo deslocada, se tornando rara nas areas urbanas devido a competicdo interespecifica
(Guimaries et al., 1979, Ferreira, 1982; Baumgartner & Greenberg, 1984).

Chrysomya megacephala (Fabricius), Chrysomya putoria (Wiedemann) e Chrysomya albiceps
(Wiedemann) s3o espécies provenientes do Velho Mundo e consideradas espécies invasoras do
Continente Americano. Foram registradas pela primeira vez no Brasil na década de 1970, no Parand
(Imbiriba et.al.,, 1977) e em Sdo Paulo (Guimaries ef al., 1979). Estas espécies se estabeleceram na
América do Sul, de onde se dispersaram rapidamente em todas as diregdes (Prado e Guimardes, 1982).
Segundo Guimardes ef al. (1978) e Guimardes (1984), estas espécies foram provavelmente
introduzidas através de imigrantes angolanos que aportaram na costa sudoeste do pais entre 1975 e
1976. Estas moscas se alimentam e se criam em fezes humanas e de animais, em carcagas e restos de
alimentos (Greenberg, 1973). Sio consideradas importantes vetores de patdgenos, como o poliovirus e
Salmonella para a populagdo humana que vive especialmente, em precarias condi¢les sanitarias e
nutricionais. Com relagdo a C. megacephala, foi verificado que as larvas podem causar, ainda que
facultativamente, miiases traumaticas (Baumgartner & Greenberg, 1984). Registros de que esta espécie
se estabeleceu no sul da Califérnia, e a coleta de um espécime no Texas, sugerem que C. megacephala
pode estar expandindo sua distribuigio rapidamente na América do Norte. Esta espécie € considerada
uma das mais perigosas vetoras de bactérias entéricas, protozoarios e helmintos (Greenberg, 1973).

O padrio de distribuicio geografica de C. albiceps, C. putoria e C. megacephala mostra que
estas espécies se dispersaram ou foram transportadas por atividades humanas por todos os paises da
América do Sul (Mariluis, 1983; Peris, 1986, Baumgartner, 1988).

O género Phaenicia ¢ amplamente distribuido, apesar de sua origem e distribuicdo ser
predominantemente Paleartica e Etiopica (Aubertin, 1933; Zumpt, 1973). Phaenicia eximia (Robineau-
Desvoidy) é uma espécie Neartica e Neotropical frequentemente encontrada em ambientes rurais,
urbanos e de florestas no Brasil, Peru e Argentina (Ferreira 1978, Linhares 1981; Madeira ef al. 1982;

Baumgartner & Greenberg 1985; Mariluis ef al. 1990) e em material organico em decomposi¢do nos



Estados Unidos (Goddard & Lago 1985). Os adultos de P. eximia sio atraidos por uma ampla gama de
substratos para alimentagfo e reprodugdo, como lixo, carcagas e fezes humanas (Mendes & Linhares,
1993). No Brasil foram registrados apenas dois casos de miiase primaria causada por P. eximia, o
primeiro em gato Felis domesticus (Madeira et al., 1989) e outro em Canis familiaris (Azeredo-Espin
& Madeira, 1996). Prado & Guimardes (1982), sugerem que P. eximia, como outras espécies nativas
de califorideos esta sendo deslocada por espécies invasoras de Chrysomya spp. em algumas areas do
Brasil Ferreira (1982) registrou um declinio de P. eximia de 17 para 8% do total de califorideos
coletados durante 3 anos em Goiania, seguido do estabelecimento de C. putoria.

Dermatobia hominis (Linnaeus Jr.), Familia Oestridae e Subfamilia Cuterebrinae, conhecida no
Brasil como a “mosca do berne” é um ectoparasita obrigatorio causador de miiase primaria do tipo
furuncular. Esta espécie ocorre desde o norte do México até a Argentina (Sancho, 1988).
Primariamente € habitante das florestas, abundante de matas primarias ou secundarias e plantagdes de
Eucalyptus (Andrade, 1929). A mosca do berne é frequentemente confundida com outras espécies de
dipteros devido ao seu mecanismo peculiar de oviposi¢do, no qual os ovos sdo depositados sobre
diferentes espécies de moscas vetores de habitos zoofilos (Guimardes ez al., 1983). No homem as larvas
causam miiases dérmicas, palpebrais, oftalmomiiases, rinomiiases, miiases cerebrais, tumores iliacos,
ocorrendo até casos fatais (Lane et al., 1987).

D. hominis, assim como a mosca da bicheira, C. hominivorax, sio consideradas pragas da
pecuaria na regido Neotropical por infestar preferencialmente animais domésticos principalmente
bovinos, causando grandes prejuizos econdmicos na producgdo animal (Guimaries et al, 1983). O couro
torna-se desqualificado devido a presenca de cicatrizes decorrentes das infestagdes, havendo também
uma significativa redugio na produgio de leite e carne. Estas caracteristicas citadas fazem com que
estas espécies tenham uma grande importancia economica, médica e veterinaria.

Devido as singularidades encontradas na biologia destas espécies, ao “status” adquirido como
pragas da pecuaria e/ou como vetores disseminadores de agentes patogénicos e especialmente, aos
aspectos evolutivos das relagdes interespecificas, estas espécies de moscas se tornaram um importante
material de investigagdo cientifica tanto do ponto de vista académico, como do ponto de vista aplicado

da sande publica e da pecuaria.



B- ABORDAGEM GENETICA

1 - O Genoma Mitocondrial Animal

Os recentes avangos na genética, com a utilizagdo de técnicas moleculares, ampliaram as
perspectivas do estudo da biologia evolutiva e dos estudos sobre a organizagdo e regulagio de varios
genomas. Varios sdo os métodos que podem ser utilizados para se detectar variabilidade genética em
nivel molecular envolvendo acidos nucléicos (DNA e RNA) e proteinas. Uma das analises utilizadas se
refere ao genoma mitocondrial (DNAmt). No estudo do DNAmt animal, duas abordagens principais
podem ser destacadas: (1) o estudo da variabilidade genética deste genoma, com a identificagdo dos
processos evolutivos intra e interespecificos determinados através da analise de marcadores
moleculares, permitindo o estabelecimento de relagdes filogenéticas entre as espécies e, (2) a
identificagdo dos padrdes de organizagdo estrutural e funcional de genes e regides génicas especificas
do DNAmt, contribuindo para ampliar o quadro sobre a organizagio e regulagio do genoma

mitocondrial como um todo.

2 - Aplicacdes do DNAmt como Marcador Molecular

Devido a sua organizagdo simples e uniforme, auséncia de recombinagéo, heranga materna
e taxa de substitui¢do nucleotidica relativamente alta, a analise do DNAmt passou a ser uma
poderosa ferramenta para estudos de evolugdo molecular e relagdes filogenéticas entre as espécies
(revisdo em Simon ef al., 1994). Em Drosophila, alguns estudos tém demonstrado que as taxas de
substituicdo nucleotidica para o genoma nuclear e mitocondrial parecem ser similares (Powell,
1986; Nigro, 1991; Moriyama, 1992). Apesar disso, devido ao reduzido numero de mecanismos de
variagdo disponiveis do genoma mitocondrial, sua evolu¢do parece ocorrer de modo mais simples e
direto do que no genoma nuclear; sendo portanto um modelo muito util para se analisar a evolugio
molecular de uma espécie e/ou complexo de espécies relacionadas. Em invertebrados, principalmente
insetos, varios autores (Clary & Wolstenholme, 1983; Fauron & Wolstenholme, 1980 a; Moritz ef al.,
1987, Crozier et al, 1989, Harrison, 1989; Yoon & Aquadro, 1994; Simon ef al., 1994) t€m utilizado o
genoma mitocondrial com o objetivo de obter dados comparativos que indiquem similaridade genética,

taxas de evolugio e relagdes filogenéticas.



Entre as espécies da familia Calliphoridae, a analise de marcadores moleculares no genoma
mitocondrial tem contribuido para esclarecer os mecanismos evolutivos envolvidos na manutengio da
variabilidade genética e tem se mostrado extremamente Util para avaliar a estrutura de populagoes
destas espécies (Roehrdanz & Johnson, 1988; Roehrdanz, 1989; Azeredo-Espin, 1993; Azeredo-Espin
& Madeira, 1996; Infante & Azeredo-Espin, 1995; Valle & Azeredo-Espin, 1995). Permite também,
estabelecer padroes de identidade molecular especificos e inferéncias filogenéticas intra e
interespecificas através da analise de regides informativas do DNAmt destas espécies (Goldenthal ef al.,
1991, Sperling et al., 1994; Stevens & Wall, 1997; Smith et al., 1996; Taylor et al., 1996; Lessinger &
Azeredo-Espin, 1996 e 1997).

Para estudos sistematicos, a evolugdo do DNA mitocondrial como um todo, apesar de
interessante do ponto de vista tedrico, ndo € tdo informativa quanto a taxa de evolugdo de genes
individuais ou posi¢des nucleotidicas. Sitios que sdo Uteis para relacionar espécies que divergiram
recentemente, isto €, regides intergénicas, regiGes ndo codificadoras ou sitios de baixa restrigdo
funcional, quase sempre experimentaram multiplas substituigGes em comparagdo com espécies
distantemente relacionadas e, estas regides, devem ser utilizadas apenas na comparagio entre espécies
proximas (Simon et al., 1994).

O estabelecimento de relagdes filogenéticas entre espécies se baseia no compartilhamento de
sitios conservados em uma determinada sequéncia homologa. Os sitios divergentes entre as sequéncias
medem a distancia filogenética entre os grupos. Caso a sequéncia apresente grande variabilidade, o
alinhamento pode resultar em uma baixa divergéncia de sequéncia decorrente de eventos multiplos de
substituicdio nucleotidica experimentados por um mesmo sitio. Isto gera convergéncias que se
confundem com homologias e sdo Uteis apenas na construgao filogenética para espécies de divergéncia
recente (sub-espécies, espécies cripticas e géneros). Entre os genes codificadores de proteinas, como as
subunidades dos complexos NADH e das citocromo oxidase, existem diferentes niveis de conservagio,
sendo estes genes apropriados para estimar relagdes entre diversas categorias taxondmicas. Sequéncias
altamente conservadas, como os genes ribossomais, apresentam poucos sitios divergentes e ndo
favorecem a analise de grupos proximos, sendo tteis para relacionar taxons filogeneticamente mais
distantes, em nivel de classe ou filo (Kocher ez al., 1989; Kocher & White, 1989). De acordo com suas
utilidades como marcadores genéticos, as regides do DNAmt que tém sido mais utilizadas em estudos
evolutivos, correspondem aos genes para os rRNAs 128 e 16S, as subunidades I/Il da citocromo

oxidase ¢ e o citocromo b, assim como a regido controle. Além destes genes, outras regides também



vém despertando interesse, como as subunidades do complexo NADH e regides intergénicas (Palumbi,
1996).

A técnica de amplificagio do DNA pela enzima polimerase, do inglés “Polymerase Chain
Reaction (PCR)” (descrita por Mullis, ez al. 1986, 1987), é um método “in vitro” para a sintese de
acidos nucléicos, pelo qual um segmento particular de uma molécula de DNA pode ser replicado
especificamente. O processo requer dois primers de oligonucleotideos que flanqueiam o fragmento de
DNA a ser amplificado, seguindo-se ciclos repetidos de desnaturagio da molécula através de
temperatura, anelamento dos primers as sequéncias complementares das fitas moldes, e extensdo dos
primers anelados pela agdo da DNA polimerase. Estes primers hibridizam em fitas opostas da
sequéncia-alvo e sdo orientados de modo que a sintese de DNA pela polimerase ocorra através da
regido entre os primers. Uma vez que os produtos da extensio sio também complementares aos
primers e capazes de liga-los, sucessivos ciclos de amplificagdo essencialmente duplicam a quantidade
de DNA sintetizada do ciclo anterior. O resultado € um acimulo exponencial da sequéncia especifica,
aproximadamente 2™ onde n € o numero de ciclos de amplificagdo processados.

A tecnologia de clonagem e sequenciamento desenvolveu-se rapidamente nas ultimas duas
décadas. Em sistematica, apesar da aplica¢do de dados de sequenciamento de acidos nucléicos ser
relativamente recente, seu poder de resolugdo fez com que esta metodologia fosse estabelecida como
uma das abordagens moleculares mais empregadas para a inferéncia de relagdes filogenéticas.

A técnica de PCR associada ao sequenciamento, permite a obtengdo rapida de sequéncias
comparativas de DNA, podendo-se assim medir diferengas de sequéncias homologas entre espécies de
um modo mais direto do que através de andlise eletroforética de isozimas, hibridiza¢do de acidos
nucléicos ou mapeamento de restrigdo de genomas nucleares e de organelas.

Uma das principais vantagens do PCR consiste em utilizar este método para a obtengdo de
sequéncias provenientes de amostras contendo quantidades minimas de DNA, como tecidos
preservados em alcool (Kocher e al., 1989), espécies fosseis (DeSalle ef al., 1992 e 1994; Cano et al.,
1996) e espécimes preservados em museus e colegdes entomologicas. O DNA extraido destas
amostras, normalmente, é fragmentado (100 - 400 nucleotideos), pouco abundante e apresentando
amplos danos oxidativos (Paabo ef al., 1988; 1989). Devido a grande parte do DNA destas amostras
estar degradado, o PCR consiste no tnico método que pode ser aplicado para posterior
sequenciamento sob estas condi¢des. Assim, este método permite a recuperagio direta de sequéncias

de DNA antigo e degradado (aDNA), tteis para o estabelecimento de relagdes filogenéticas (Higuchi et



al., 1989; DeSalle et al., 1992) e, promove o acesso aos niveis de variabilidade genética previamente
experimentados por uma espécie, esclarecendo sua historia evolutiva (Thomas ef al., 1990).

Recentemente, estudos utilizando varios taxons animais tém demonstrado que a analise do
DNAmt, via a amplificagdo de regides especificas através do método de PCR e o sequenciamento de
fragmentos informativos ¢ um método sensivel para detectar variabilidade genética entre grupos de
espécies. Varios estudos tém utilizado sequéncias parciais ou completas de genes mitocondriais
codificadores de proteinas para avaliar as taxas e padroes de evolugdo especificos (Crozier et al., 1989,
Szymura et al.,1996; Lunt ef al., 1996). Em geral, estudos de sequéncia para estas subunidades
génicas tém contribuido para o estabelecimento de rela¢Ges intra e interespecificas em diversos grupos
de insetos (Beckenbach et al., 1993; Stern, 1994; Funk ef al., 1995; Arias & Sheppard, 1996; Ho et
al., 1995; Su et al., 1996).

A andlise de regides especificas do DNAmt em insetos vem acumulando dados sobre o
potencial informativo das diferentes regides génicas. Estes estudos fornecem critérios relativos a
utilidade filogenética de genes mitocondriais especificos de acordo com o grau de divergéncia
requerido para resolver as relagdes de parentesco dentro do nivel taxondmico analisado (revisdo em
Simon et al., 1994).

Para um melhor entendimento dos processos evolutivos que determinam a dindmica da
molécula de DNAmt, baseado na analise dos padrdes de variagdo especificos para cada regido génica,
torna-se importante uma compreensio dos padrGes gerais de organiza¢do do genoma mitocondrial e

sua diversidade.

3. Caracterizacio e Evolucio do Genoma Mitocondrial Animal

O genoma mitocondrial em geral se apresenta com uma ampla diversidade em conteudo e
organiza¢do da informagdo genética quando sio analisados os diferentes grupos de organismos
que possuem genomas organelares (Gillham, 1994). A analise de sequenciamento completo para
genomas mitocondriais indicaram uma enorme variagio em tamanho, mas uma tendéncia a
conservagdo em relagdo ao conteudo génico. Analisando os principais grupos de seres vivos,
constatou-se que o genoma mitocondrial animal caracteriza-se por apresentar maior grau de
conservagdo em conteudo génico. O genoma mitocondrial de fungos apresenta ampla variagdo em
tamanho com longas regides intergénicas e introns além de uma elevada composi¢io em A+T

quando comparado do DNAmt animal. A analise do genoma mitocondrial vegetal tem



demonstrado que plantas superiores apresentam um dos maiores € mais complexos genomas
organelares conhecidos (variando em tamanho de 208 a 2400kb), com a frequente ocorréncia de
recombinagdes genéticas entre indmeras moléculas de DNAmt heterogéneas em conteudo.
Embora as pesquisas tenham priorizado os genomas organelares de grupos filogeneticamente mais
avangados, o estudo dos genomas mitocondriais de protistas e algas vém despertando interesse
académico cada vez maior, uma vez que amplia os conceitos de diversidade quanto ao contetdo
génico, introduzindo novas propostas para a organizagdo da informagdo genética, fornecendo
inclusive modelos intermediarios envolvidos no processo de evolugdo do genoma organelar e da
integragdo endosimbionte. Recentemente, com a caracterizagdo do genoma mitocondrial do
protozoario Reclinomonas americana, a conservagdo em conteido génico do DNAmt parece
ainda representar um campo de investigagdo promissor (Lang, et al., 1997 e Palmer, 1997).

A caracterizagdo do genoma mitocondrial animal tem contribuido para esclarecer os
diferentes padrdes de organizagdo dentro deste grupo. O genoma mitocondrial animal ocorre
normalmente na forma de uma molécula de DNA dupla-fita circular fechada, exceto para alguns
cnidarios e em Jetrahymena, onde foi observado na forma de uma ou duas moléculas lineares
(Flavell & Jones, 1970, Amberg et al., 1975 e Bridge et al., 1992). A molécula de DNAmt animal
possui informagdo para codificar 12 ou 13 genes responsaveis pelas subunidades protéicas dos
complexos respiratorios da membrana interna da mitocondria, 2 RNAs ribossomicos (rRNA) e 22
RNAs transportadores ou de transferéncia (tRNA), existindo ainda uma regido ndo codificadora
que contém a origem de replicagdo para a cadeia pesada do DNAmt de vertebrados (Brown,

1985) e para ambas as cadeias em Drosophila (Clary & Wolstenholme, 1987), Figura 1.



Drosophila yakuba

16.019 pb

FIGURA 1 - Esquema da Organizac¢io ¢ Conteiado Génico do DNAmt de D. yakuba (Clary
& Wolstenholme, 1985).

No DNAmt humano inicialmente foram identificados 13 quadros de leitura aberta (ORFs:
“Open Reading Frames™), sendo seis deles responsaveis por enzimas envolvidas no processo de
fosforilagio oxidativa: a citocromo b, as subunidades I a III da citocromo oxidase ¢, e as
subunidades 6 ¢ 8 do complexo ATPase. Os 7 quadros de leitura remanecentes, denominados
URFs (URFs- “Unidentified” ou “Unassigned Reading Frames™), onde foram identificados sinais
especificos para inicio e terminag¢@o de leitura para cadeias polipeptidicas, cujos produtos ainda
nao haviam sido identificados, foram designados URF1 a 6 e URF4L. Mais tarde, estes genes
foram identificados como codificadores das subunidades do complexo da NADH desidrogenase
da cadeia respiratoria e desde entdo tém sido referidas como ND1-6 ¢ ND4L (Chomyn et al.,
1985 e 1986).

Normalmente, as sequéncias dos genes mitocondriais e as regides regulatorias s3o
identificadas com base em alinhamentos com sequéncias mitocondriais descritas na literatura. As

analises de ORFs potenciais e padrGes estruturais também sdo parametros relevantes para a



determinag¢@o do conteado génico. As sequéncias codificadoras estdo localizadas estritamente
adjacentes umas as outras ou até sobrepostas, ndo apresentando introns e, excluindo-se a regido
controle, apenas poucos nucleotideos intergénicos foram encontrados dispersos pelo genoma
mitocondrial. Tem sido sugerido que as estruturas secundarias dos tRNAs, entre pares de genes
para proteinas adjacentes, sejam necessarias para sinalizar a clivagem precisa do transcrito
primario policistronico (Ojala er al., 1981). Acredita-se que o DNAmt animal tenha sido
selecionado para se tornar cada vez mais compacto durante a historia evolutiva dos animais. Tem
sido descrito como um exemplo de extrema eficiéncia em estrutura genémica e fungdo (Boyce ef
al., 1989; Wolstenholme, 1992).

A molécula de DNAmt de metazoarios varia em tamanho entre 13 a 42 Kb para as
espécies ja estudadas (LaRoche et al., 1990, Okimoto ef al., 1992). O DNAmt humano foi o
primeiro genoma mitocondrial a ser completamente sequenciado, analisado e interpretado quanto
ao conteudo genético (Anderson ef al., 1981 e 1982). Entre os invertebrados, Drosophila yakuba
foi a primeira espécie a ter o genoma mitocondrial completamente sequenciado (Clary &
Wolstenholme, 1985). Sequéncias disponiveis para invertebrados tém contribuido para a analise

dos padrdes gerais de evolug@o deste genoma neste importante grupo de organismos (Tabela 1).
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Tabela 1. Descri¢io dos tamanhos dos genomas mitocondriais para espécies de artrépodes e

outros invertebrados com as sequéncias completas disponiveis.

Espécies Genoma mitocondrial* Referéncia
Invertebrados: Artréopodes

Drosophila yakuba' 16.019 Clary & Wolstenholme, 1985
Anopheles quadrimaculatus' 15.455 Mitchell ez al., 1993
Anopheles gambiae’ 15.363 Beard et al., 1993

Apis mellifera’ 16.343 Crozier & Crozier, 1993
Artemia franciscana’ 15.822 Valverde et al., 1994
Drosophila melanogaster’ 19.517 Lewis et al., 1995
Locusta migratoria’ 15.722 Flook et al., 1995
Invertebrados: Geral

Strongylocentrotus purpuratus’ 15.650 Jacobs et al., 1988
Paracentrotus lividus® 15.697 Cantatore et al., 1989
Asterina pectinifera® 16.260 Asakawa at al., 1991
Caenorhabditis elegans’ 13.794 Okimoto et al., 1992
Ascaris summ’ 14.284 Okimoto et al., 1992
Katarina tunicata® 15.532 Boore & Brown, 1994
Albinaria coerulea’ 14.130 Hatzoglou et al., 1995
Lumbricus terrestris’ 14.998 Boore & Brown, 1995
Arbacia lixula® 15.719 De Giorgi et al., 1996

* tamanho em pares de bases 1= Diptera, 2= Hymenoptera, 3= Crustacea, 4= Orthoptera, 5= ourigo-do-mar; 6= estrela-do-mar,
7= nematoides, 8= moluscos, € 9= anelideo.

Estas observagdes sugerem que um tamanho de aproximadamente 14.000 nucleotideos
estaria proximo ao tamanho minimo requerido para um genoma mitocondrial funcional em animais
multicelulares. Ndo existe uma correlagdo estabelecida entre tamanho do genoma mitocondrial e
grupos taxonomicos especificos. Apenas em Drosophila, dentro do grupo melanogaster, a analise
de mapas de denaturagdo de moléculas de DNAmt mostrou que a extensdo no tamanho do
genoma mitocondrial de diferentes espécies abrange um intervalo representado por um dos
menores (15.700) e um dos maiores (19.500) genomas mitocondriais descritos (Wolstenholme ez
al., 1983) em Diptera. Apesar disto, o tamanho do genoma mitocondrial geralmente ¢ tido como
um pardmetro relativamente conservado dentro de espécies e, as vezes, mesmo entre grupos
taxonomicamente mais amplos.

Com o acumulo progressivo de dados de sequenciamento para genomas mitocondriais de
novas espécies de invertebrados, caracteristicas incomuns vém sendo descritas. Dentre estas, é
interessante citar: a auséncia de uma regido ndo codificadora extensa em 4.coerulea (Hatzoglou et

al., 1995); a auséncia do gene ATPase 8 em nematéides € em Mytilus edulis (Hoffmann et al,
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1992, Okimoto et al., 1992) e, constatada recentemente, a presenga de introns no DNAmt da
anémona Metridium senile (Beagley et al., 1996).

Aparentemente, entre os insetos, um esquema organizacional comum € compartilhado no
que concerne aos dominios protéicos, genes de RNAs ribossomais e regido controle. Em Diptera,
apesar da manutengdo do conteudo génico, variagdes significativas tém sido observadas nas
posicdes e orientacdes de certos tRNAs (Hsu Chen & Dubin, 1984; Xiong & Kocher, 1991,
Pruess et al., 1992 e Beard et al, 1993).

Em se tratando da evolugdo da composigdo nucleotidica, uma correlagio significativa entre
a composi¢do de bases no DNAmt e sua evolug@o, parece ser que o contetdo G+C mitocondrial
entre invertebrados (21 - 43%) se apresenta mais baixo do que para vertebrados (37 - 50%).
Existe no genoma mitocondrial de insetos um marcante desvio na composi¢do nucleotidica
caracterizado por uma elevada quantidade de bases A e T. O baixo contetdo G+C do DNAmt de
Drosophila (25%, excluindo-se a regido rica em A+T) parece representar uma solugio alternativa,
dos insetos, devido a um metabolismo tipicamente acelerado, exigindo uma elevada demanda
energética. Uma alta demanda de energia gera mecanismos mais eficientes para o processo de
replicag@o, que por sua vez, gera um desvio na composi¢do nucleotidica a favor de uma molécula
rica em A+T ( Wolstenholme & Clary, 1985).

No genoma mitocondrial de D. yakuba e D. melanogaster o conteido A+T ¢é de 78.6% ¢
82.2%, respectivamente (Clary & Wolstenholme, 1985; Lewis ef al., 1995). Em A. gambiae esta
propor¢do € de 77.6%, A. quadrimaculatus apresenta composi¢do similar de 77.4% e L.
migratoria apresenta 75.3% de A+T, sendo considerado o menor valor de A+T descrito entre as
sequéncias de DNAmt j& determinadas para insetos (Beard ez al., 1993; Mitchell ez al., 1993;
Flook et al., 1995). O genoma mitocondrial de A. mellifera apresenta o maior valor de
composi¢do nucleotidica a favor do desvio A+T, 84.9% (Crozier & Crozier, 1993). Estas
evidéncias sugerem que esta caracteristica esteja associada a um efeito de pressio de mutagio
direcional que ocorre no genoma mitocondrial de insetos (Jermiin, 1994 a e b). Esta situagdo é
mais do que evidente na regido ndo codificadora da molécula de DNAmt composta em média por
86-96% de A+T para as espécies ja estudadas (Zhang et al., 1997).

Para outros grupos de invertebrados, diferentes padrdes foram encontrados, mas sempre

com uma tendéncia no sentido do acumulo de bases AT. O DNAmt de L.terrestris apresenta
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61.6% de A+T, sendo um dos menores conteiidos AT descritos para invertebrados (Boore &
Brown, 1995).

Eventos de substitui¢do nucleotidica podem ser distinguidos em duas classes: transi¢des €
transversdes. As transi¢des ocorrem quando uma pirimidina € substituida por outra pirimidina ou
uma purina por outra purina (A<>G ou CeT). As transversdes resultam de um processo
bioquimico mais elaborado, envolvendo a substitui¢do de uma purina por uma pirimidina e vice-
versa (A&C, AT, GOT e GoC). Transigdes ocorrem muito mais frequentemente durante a
evolugio de genomas mitocondriais do que transversdes. Comparagdes entre haplotipos
mitocondriais para varias espécies de Drosophila estudadas por DeSalle et al. (1987), indicam
uma razao de transi¢@o/transversdo de 16:1. Entretanto, em genomas muito ricos em A+T, uma
tendéncia para substitui¢des do tipo transi¢des ndo € esperada, uma vez que o padrio de
substituicdo mais comum varia entre alteragdes A—T e T—>A, 0 que caracteriza transversdes.
Estas sequéncias ricas em A+T, normalmente apresentam um estado de saturagio de substitui¢des
nucleotidicas para a maioria dos sitios, devido as maultiplas substituigdes experimentadas por cada
sitio. Neste caso as frequéncias de transi¢do/transversao sio similares ou favorecem o aciimulo de
transversoes.

Para D. yakuba foi observado que todas as diferentes regides funcionais da molécula sio
ricas em A+T. Os 22 genes para tRNAs variam entre 66% (tRNA™) a 91% (tRNA*? ¢ tRNA™)
de A+T na sua constituicdo nucleotidica. Os genes para rRNAs 12S e 16S sio 79 e¢ 83%
constituidos de bases A+T, respectivamente e a regido controle apresenta 93% de nucleotideos
A+T (Clary & Wolstenholme, 1987). Esta constatagio indica que uma composi¢do rica em A+T
pode estar sendo selecionada de acordo com a fungéo.

Devido a0 DNAmt conter genes para RNAs ribossomais (rRNA), RNAs de transferéncia
(tRNA), proteinas e fungdes regulatorias, ele proporciona um bom sistema no qual a evolugio

destas diferentes categorias génicas pode ser investigada.
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4. Investigando a Regido Controle de Replicacio

Nos vertebrados, a regido controle de replicagio do genoma mitocondrial normalmente
contém uma estrutura proeminente, denominada D-loop, que ¢ formada pela sintese de uma
pequena sequéncia de DNA (DNA D-loop) que é complementar a cadeia leve (L) e desloca a
cadeia pesada (H) nesta regido (Clayton, 1982). O DNA D-loop parece servir como um primer
para a sintese da cadeia nascente H e/ou pode servir como uma maneira de expor, por
deslocamento, a sequéncia da cadeia H de modo que esta possa entdo ser reconhecida por uma
molécula sequéncia-especifica (uma RNA polimerase). Neste caso, 0 DNA D-loop age como uma
sequéncia iniciadora de transcrigdo (Clayton, 1984 e 1991).

Em invertebrados, os primeiros estudos sobre origem de replicagio do DNAmt foram
conduzidos em Drosophila. Inicialmente, foi demonstrado que aproximadamente 25% do DNA
isolado de mitocondrias de D). melanogaster apresentava uma baixa estabilidade térmica,
desnaturando a temperaturas caracteristicas de um elevado conteudo de adeninas e timinas (A+T)
(Bultman & Laird, 1973; Polan et al., 1973; Peacock et al., 1974). Posteriormente, foi observado
através de microscopia eletronica de moléculas parcialmente desnaturadas, que a maior parte deste
DNA rico em A+T, ocorria em uma Unica regido da molécula de DNAmt (Figura 2). A este
segmento com baixa estabilidade térmica foi dada a denominagio de regido rica em A+T (Fauron
& Wolstenholme, 1976).

Goddard e Wolstenholme (1978) verificaram que o DNAmt de D. melanogaster replica
unidirecionalmente a partir de uma origem dentro da regido A+T, que a diregdo da replicagdo seria
através dos genes de rRNA (imediatamente adjacente a extremidade A+T) e que o sentido da
replicagdo do DNA e da transcri¢gdo do rRNA eram idénticas. Estas conclusdes foram estendidas
para outras espécies de Drosophila (Goddard & Wolstenholme, 1980). Devido a origem de
replicagdo localizar-se nesta regido, entre os genes tRNA™ e srRNA, ela ¢ indicada como sendo o

equivalente funcional da regido controle do DNAmt de vertebrados.
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Figura 2- O genoma mitocondrial de Drosophila melanogaster. a)
Molécula de DNAmt dupla-fita nativa; b) Molécula de DNAmt dupla-
fita denaturada, evidenciando a regido rica em A+T (entre setas).
Wolstenholme et al., 1983.
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Outra conclusdo baseada nos estudos conduzidos em Drosophila, diz respeito ao modo de
replicacio do DNAmt que, neste género, parece diferir fundamentalmente do processo proposto
para as espécies de vertebrados examinadas. Além da origem em uma Unica regido A+T, a
replicagio do DNAmt de Drosophila ndo procede via um mecanismo D-loop. Apos extensas
analises em microscopia eletronica, pouca a nenhuma estrutura caracteristica de D-loop pode ser
identificada no DNAmt (Rubenstein, 1977 ¢ Wolstenholme et al., 1979). Apesar disto, varios
autores (Clary & Wolstenholme, 1987, Monforte et al., 1993 e Lewis, 1994) tém comparado as
sequéncias da regido rica em A+T entre diversas espécies de Drosophila, constatando a existéncia
de sequéncias conservadas que abrigam a origem de replicagdo do genoma mitocondrial proposta
por Goddard & Wolstenholme (1980).

A varia¢do em tamanho da regido A+T foi verificada inicialmente através de experimentos
que analisavam a formagdo de hibridos com pareamento estavel entre moléculas de DNAmt
heterologas, provenientes de diferentes espécies de Drosophila. Apesar dos experimentos de
heteroduplex no DNAmt formarem duplas fitas bem pareadas fora da regido rica em A+T, entre
todas as espécies de Drosophila analisadas, nenhuma formagao pode ser observada dentro desta
regido, exceto entre as espécies mais proximas. Nestas, apenas 35% da regido produziu
pareamento suficientemente estavel para a formagdo de duplex (Fauron & Wolstenholme, 1980a).
Foi observada uma variagdo em tamanho de 1 - 5 kb nesta regido entre as espécies de Drosophila
estudadas (Fauron & Wolstenholme, 1976 e 1980 a € b).

Estes resultados indicam que eventos de inser¢do e delecdo na regido controle, rica em
A+T, do DNAmt de Drosophila, sio amplos e frequentes, ocorrendo também uma rapida
altera¢@o na sequéncia nucleotidica primaria nesta regido. Em outros DNAmts de invertebrados,
ocorrem regides ndo codificadoras que variam de 121 nucleotideos a 20 kb (Boyce et al., 1989) ¢
que foram designadas como potenciais regides controle. Existem muitas vezes sequéncias
repetidas diretas responsaveis pela variagdo em tamanho destas regides controle. Quando estas
sequéncias sdo repetidas e invertidas, interagdes intramoleculares podem dar origem a uma grande
variedade de estruturas secundarias (Okimoto et al., 1992). Eventos de expansdo e contragdo de
elementos de sequéncia repetidos também foram descritos no DNAmt de Drosophila e parecem
estar envolvidos nesta heterogeneidade em tamanho (Lewis, 1994).

Dados de sequenciamento para regido rica em A+T tém se tornado disponiveis em varias

espécies de Drosophila (Clary & Wolstenholme, 1985, 1987; Monnerot, 1990, Lewis ef al., 1995;
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Inohira et al., 1997) e em outros grupos de insetos, incluindo representantes das ordens
Hymenoptera (Crozier & Crozier, 1993), Diptera (Beard er al., 1993; Mitchell et al., 1993;
Caccone et al, 1996 a), Orthoptera (Rand et al., 1989; Flook et al., 1995; Zhang et al., 1995) e
Lepidoptera (Taylor et al, 1993). Estes estudos tornaram possivel a compilagio de dados
comparativos entre sequéncias da regido controle de insetos.

E interessante notar que o genoma nuclear codifica todas as proteinas indispensaveis para
a replicagdo e transcricdo do genoma mitocondrial. A regido controle fornece os principais sitios
de interacdo entre os genomas nuclear e mitocondrial. Apesar de desempenhar uma fungio
essencial para a molécula de DNAmt e para a propria mitocondria, a regido controle é responsavel
pela maior parte da variagdo do genoma mitocondrial animal tanto em tamanho (Tabela 2) quanto

em sequéncia.

Tabela 2. Variacio em tamanho da regiio A+T entre diferentes espécies de insetos cujas
sequéncias ja foram determinadas.

Espécies Regido A+T* Genoma mitocondrial* Referéncias
D. yakuba 1.077 16.019 Clary & Wolstenholme,
1987

D. melanogaster 4.601 19.517 Lewis et al., 1994

A. mellifera 835 16.343 Crozier & Crozier. 1993
A. quadrimaculatus 625 15.455 Mitchell et al., 1993
A. gambiae 826 15.363 Beard et al., 1993

L. migratoria 875 15.722 Flook et al., 1995

S. gregaria’ 752 - Zhang et al., 1995
C. parallelus’ 1.512 - Zhang et al., 1995

*tamanho em pares de base. 1= Schistocerca gregaria e 2= Chorthippus parallelus (Orthoptera).

Em vertebrados, as regides que contém a origem de replica¢gdo do genoma mitocondrial
tém sido bem estudadas (revisio em Clayton, 1982, 1984, 1991; Shadel & Clayton, 1993).
Comparagdes entre estas sequéncias para diferentes espécies revelaram varios blocos de sequéncia
conservada (CSB - “Conserved Sequence Blocks™) e estruturas secundarias fortemente associadas

a origem de replicagdo (Brown et al., 1986, Walberg & Clayton, 1981; Saccone et al., 1991).
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Entretanto, para invertebrados existe pouca informagdo disponivel sobre as possiveis
sequéncias regulatorias da regido controle do genoma mitocondrial, sendo os registros mais
abundantes inicialmente obtidos para Drosophila. Mais recentemente, a organizagio estrutural da
regido controle, também foi caracterizada para 2 géneros em Orthoptera (Zhang er al., 1995).
Foram ainda obtidas as sequéncias para regido controle de espécies do complexo A. gambiae
(Caccone ef al., 1996 b). Neste caso, a regido controle foi determinada com o objetivo de auxiliar
na resolugdo filogenética dentro deste intrincado grupo, mais do que para entender os padrdes de
organizagdo desta regido.

Com a crescente disponibilidade de dados de sequenciamento para a regido A+T de
insetos, principalmente envolvendo espécies de dipteros, pode-se estabelecer um quadro mais
completo sobre a estrutura, fungéo e evolugio desta regido.

Zhang et al. (1995), analisando o padrdo estrutural da regido A+T em duas espécies de
Orthoptera, propds que as regides controle em insetos poderiam ser classificadas em duas
categorias. Um tipo que pode ser representado pelo padrdo descrito para as espécies de
Drosophila, onde foram observados dois dominios distintos dentro da regido A+T (Monnerot et
al., 1990). Neste grupo existe um dominio adjacente ao gene tRNA™ que se mostra altamente
conservado entre as espécies e contém uma possivel origem de replicagdo. O dominio variavel
inclui o restante da regido que apresenta variagdo tanto em sequéncia nucleotidica quanto em
tamanho. Repeti¢des em tandem foram observadas em ambos os dominios (Solignac et al., 1986,
Lewis ef al., 1994). O segundo tipo inclui as sequéncias descritas em 3 espécies de Orthoptera, 8
espécies de Lepidoptera e para 2 espécies do género Anopheles. Diferentemente do primeiro
grupo, a regido controle, neste caso, ndo apresenta dominios especificos que possam ser
identificados unicamente como variaveis ou conservados (Mitchell et al., 1993; Taylor et al.,
1993; Zhang et al., 1995; Flook et al., 1995; Caccone et al., 1996). Aqui também foi registrada a
ocorréncia de repeti¢bes em tandem.

Acredita-se que o dominio conservado da regido A+T de Drosophila seria constituido de
elementos estruturais conservados com distribuigdo limitada ao proprio dominio, lembrando o
padrdo de organizag@o geral encontrada para as regides controle do segundo tipo. Esta anilise,

indica a relagdo de homologia entre ambas as categorias descritas para insetos (Zhang et al.,

1997).
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A conservacdo destas estruturas na regido controle, mais do que a sequéncia nucleotidica
primaria, parece refletir na sua importéncia funcional entre ordens de insetos filogeneticamente
distintos. Dentre os elementos estruturais descritos para a regido A+T, foram observadas
sequéncias com séries de homopolimeros, poli-A, poli-T e poli-G; séries de sequéncias ricas em
G+C; repetigdes TA consecutivas; estruturas em grampo; sequéncias palindromicas; algas com
sequéncias ricas em timina e sequéncias formadoras de estruturas secundarias (Lewis et al., 1994,
Beard et al., 1995; Zhang et al., 1995, Flook et al., 1995).

Entretanto, ainda ha necessidade de mais informagdes, tanto em nivel de sequéncia
priméria quanto em relagdo ao potencial estrutural destas sequéncias, para outros grupos animais
antes que sejam esclarecidos os mecanismos envolvidos na evolugdo da regido controle de
replicagio do DNAmt de insetos.

E importante ressaltar ainda que, inicialmente, a regido controle foi indicada como
detentora da variabilidade do genoma mitocondrial animal e, potencialmente capaz de promover
resolugdo filogenética entre grupos onde a caracterizagdo genética se mostrava inacessivel. A
regido controle de vertebrados tem sido empregada com este objetivo e confirmado sua utilidade
para este tipo de analise. Nos invertebrados, principalmente insetos, a hipervariabilidade da regiéo
A+T tem resultado em baixa resolugdo filogenética devido ao excesso de homoplasias,
restringindo o acesso aos sitios informativos. Entretanto, a partir da caracterizagdo da regido
controle em insetos, novas abordagens sobre a dindmica evolutiva, associada a estrutura ¢ fungdo

das sequéncias regulatorias do genoma mitocondrial podem ser investigadas.

19



5. OBJETIVOS
5.1. Objetivos Gerais

Este trabalho pretende ampliar o conhecimento sobre o genoma mitocondrial de espécies de
Calliphoridae e Oestridae, através do emprego de técnicas de biologia molecular para a analise de
regioes especificas. O principal objetivo consiste na caracterizagio da regido controle, ou regido rica em
A+T, para determinar o seu potencial informativo no estabelecimento de relagdes filogenéticas
interespecificas, assim como a sua possivel contribuigio como modelo de organizacdo estrutural dos
elementos regulatorios que compde o sistema de replicagdo deste genoma. Esta abordagem se mostra
extremamente importante devido a pouca informag3o disponivel sobre os mecanismos de replicagdo da
molécula de DNAmt para outras espécies de dipteros, além dos estudos desenvolvidos em Drosophila.

Através da caracterizagio preliminar de outras regides especificas do genoma
mitocondrial, rRNA 128 e 16S, CO I/, citocromo b e o gene de ND2, pretende-se, ainda, inferir
sobre a conservacdo do contetido génico em organizagdo e tamanho, a utilizagdo de primers
universais e a possibilidade de acesso a informagio genética do aDNA (neste trabalho, este termo
indica espécimes preservados por mais de 10 anos) para as espécies de moscas causadoras de
miiases; Cochliomyia hominivorax, Cochliomyia macellaria, Chrysomya megacephala, Phaenicia

eximia ¢ Dermatobia hominis.

5.2. Objetivos Especificos

1. Padronizagdo das condi¢des de PCR para a analise de regides especificas do DNAmt
. Analise comparativa intra e interespecifica dos produtos de PCR obtidos para estas espécies.
. Recuperagio da informagdo genética de espécimes preservados em colegdes entomologicas.

. Obteng¢do de marcadores genéticos através de PCR.

2
3
4
5. Clonagem de regides informativas do genoma mitocondrial.
6. Sequenciamento da regido controle de replicacdo.

7. Caracterizagdo estrutural da regido controle destas espécies.

8. Analise da composi¢io nucleotidica da regido controle destas espécies.

9. Inferéncias filogenéticas através da analise de sequéncias completas e parciais da regido

controle.
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MATERIAIS E METODOS

A. MATERIAIS

Neste trabalho foram utilizados os estagios de pupas ou adultos de amostras conservadas em

freezer a -70°C de populagdes de cinco espécies de moscas causadoras de miiases, provenientes de

diferentes localidades e regides geograficas do Brasil, descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Identificacio dos individuos utilizados nas analises experimentais. * Os nimeros 1, 2, 3
e 4 indicam individuos provenientes de coletas realizadas em diferentes estagdes do ano em uma mesma

localidade, caracterizando populagdes sazonais.

Espécies Localidades

Cochliomyia hominivorax Alfenas - M. G.
Botucatu - S. P.
Caraguatatuba* (1,2,3e¢4)-S. P.
Manaus - A. M.

Cochliomyia macellaria
Chrysomya megacephala

Phaenicia eximia

Dermatobia hominis

Morro do Chapéu - B. A
Porto Urucu - A M.
Adamantina - S. P.

Botucatu - S. P.
Campinas - S. P.

Alfenas - M. G.

Para as analises de sequenciamento, apenas um individuo de cada espécie foi utilizado como

amostra.

Espécimes de C. hominivorax e P. eximia provenientes de colegdes entomologicas (etanol 70%

e adulto “seco”, respectivamente) também foram utilizados nas analises de PCR.

A linhagem DH5a de Escherichia coli foi utilizada para os experimentos de transformagao

bacteriana.
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B. METODOS
1. Manutencio dos individuos em laboratério:

As populagdes das espécies C. hominivorax e C. macellaria foram mantidas em laboratorio
conforme metodologia descrita por Azeredo Espin (1987). Para a extragdo de DNA total, os individuos
na fase de pupa e/ou adulto foram congelados em freezer -70°C ou em nitrogénio liquido devidamente
guardados em frascos de vidro e identificados por localidade, data da coleta e hospedeiro, com exce¢do
de um espécime de C. hominivorax fixado em etanol 70% e de um individuo de P. eximia proveniente

de colegdo entomologica.

2 Analise Molecular do Genoma Mitocondrial:

Para analise do DNA mitocondrial foram empregadas diferentes técnicas descritas a seguir:

2.1. Extracio de DNA
2.1.1 Extraciio total de acidos nucléicos (TNE)

Os individuos na fase de larva, pupa e/ou adulto foram separados em 8 tubos corex
siliconizados de 15 ml contendo 1 ml de tampio de homogenizagdo (10 mM Tris, 60 mM NaCl, 300
mM Sacarose ¢ 10 mM EDTA) pH 7.5. Cada individuo foi homogenizado com ajuda de um
macerador, em 1 ml de tampéo de lise (300 mM Tris, 40 mM SDS, 20 mM EDTA e 0.7% do volume
de DEPC), seguido de incubagdo no gelo por 15 minutos. Em seguida foram adicionados a cada tubo 2
ml de fenol equilibrado em tampao Tris pH 8.0 (Sambrook, 1989), e em seguida centrifugados a 4°C
por 10 minutos a 3000 g sendo o sobrenadante transferido para um novo tubo corex 15 ml. Foram
adicionados volume iguais de fenol e cloroformio: dlcool isoamilico (24:1). Cada tubo foi centrifugado
novamente por 10 minutos a 3000 g e o sobrenadante transferido para um novo tubo, onde foram
adicionados 2 ml de cloroférmio: alcool isoamilico e novamente centrifugados como descrito. Ao
sobrenadante final foi adicionado 1.5 ml de TE (1.0 mM Tris-HC1 7.4 ¢ 0.1 mM EDTA pH 8.0), 150 ul
de NaOAc 3M e 9 ml de Etanol absoluto a -20°C, seguindo-se a incubagdo por 45 minutos a - 70°C.
Apo6s a incubagdo, os tubos foram centrifugados a 11.000 g por 45 minutos a 4°C, e o “pellet”
ressuspendido em 1 ml de TE, 50 ml de NaOAc e 2.75 ml de etanol absoluto -20°C e precipitado
novamente por 45 minutos em -70°C. Apds a centrifugacdo, novamente a 11.000 g, o “pellet” de DNA

foi ressuspendido em 200 ul de TE e mantido em tubos eppendorf a -20°C para analise posterior via
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PCR. A medida por quantificagdo em gel da quantidade de DNA extraido define uma TNE padrdo com
aproximadamente 700 ng/pl de DNA total.

2.1.2 Extracio de DNA Genomico através de Tiocianato de Guanidina (DNAzolTM)

Os individuos adultos foram separados em tubos eppendorf de 1.5 ml contendo 1 ml do
reagente DNAzol (GIBCO-BRL). Cada individuo foi homogenizado com ajuda de um macerador para
tubo Eppendorf e, em seguida, centrifugado em microcentrifuga por 10 minutos a 10.000 rpm a
temperatura ambiente sendo o sobrenadante transferido para um novo tubo eppendorf. Foram entdo
adicionados 0.5 ml de Etanol 100% gelado e cada amostra foi misturada por inversido e incubada por 3
minutos a temperatura ambiente. Cada tubo foi centrifugado novamente por 2 minutos a 12.000 rpm
em microcentrifuga a temperatura ambiente. Apds a centrifugagio o “pellet” de DNA foi lavado com
1.0 ml de Etanol 70%, seguindo-se uma ultima centrifugagdo por 1 minuto a 10.000 rpm. O “pellet” foi

ento ressuspendido em 150 pl de TE e mantido a -20°C para analise posterior via PCR.

2.2. Padroniza¢io da amplificacio de sequéncias especificas do DNA mitocondrial
2.2.1 Regides amplificadas

As regides amplificadas para todas as espécies analisadas incluem a regido rica em A+T, os
genes da Citocromo Oxidase subunidades I e II (COI/I), o gene da Citocromo Oxidase b (Cit.b), o
gene da NADH2 (ND2) e os genes de RNA ribossomais 125 e 16S.

A analise dos produtos do PCR foi realizada através de corrida eletroforética em gel de agarose
1% em tampdo 1X TAE (40mM Tris-acetato e ImM EDTA pH 8.0) a voltagem de 80 volts por
aproximadamente 1 hora, corado com Brometo de Etidio (EtBr), analisado em luz U.V.
(Midrange/300nm) e fotografado em sistema de cimara instantdneo Polaroid MP4'e filme Polaroid
667. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram estimados por comparagdo com os marcadores
(6X174/Haelll e 1kb DNA Ladder) através da utilizagdo do programa ELETRO (Plikaytis et al.,
1986).
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2.2.2.Condic¢oes de amplificacio

Para definir os parametros mais relevantes influenciando a especificidade das reagbes, um amplo
espectro de reagdes, incluindo diferentes concentragdes dos reagentes de PCR, foi testado durante a
padronizagdo das condigdes da reagdo de PCR para as espécies analisadas (Erlich, 1989 e Innis ez al.,
1990). Como controle das condigdes da reagdo de PCR e para garantir a analise precisa dos resultados,
foram sempre incluidas reagdes de PCR sem DNA em todas as amplificagdes realizadas. Foram
testadas concentra¢des de Cloreto de magnésio (MgCl,) que variaram de 0.25 mM até 2.5 mM. A
concentracio de cada primer variou de 0.15 mM até 1.0 mM por reagdo e a concentragdo de
dinucleotideo trifosfato (ANTPs) foi mantida em 0.2 mM na reagdo de amplificagio. A quantidade de
amostra de DNA utilizada na reagio de amplificagdo variou de 2.0 pl até 0.01 pl de uma TNE padrdo.
Para padronizar a reagdo de reamplificagdo de um produto de PCR, a quantidade de DNA apropriada
para esta reagdo, foi testada desde 0.5 ul até 0.25 pl de uma diluigio 1:50 do produto amplificado
anteriormente. Foi utilizada a concentragio de 1X de tampdo de reagdo da GIBCO/BRL (tampdo 10X
com 200 mM de Tris-HCI pH 8.4 ¢ 500 mM KCl) na reagdo de PCR. As reagdes foram preparadas
para um volume final que variou entre 25 pl e 100l durante a padronizagdo.

Os primers utilizados neste trabalho foram selecionados a partir de um conjunto de primers
mitocondriais previamente caracterizados em Simon et al (1994), denominado UBC Insect
Mitochondrial DNA Oligonucleotide Set, elaborado na Universidade de British Columbia, Canada
(Figura 3). O primer denominado 14.776 foi determinado em nosso laboratorio, baseado nas sequéncias
descritas para esta regido em Drosophila yakuba e Apis mellifera (Clary & Wolstenholme, 1987,
Crozier & Crozier, 1993).
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Figura 3 - Compilaciio dos primers descritos em Simon ef al. (1994). Localizagio dos primers
utilizados para a amplificacio de regides especificas do genoma mitocondrial evidenciando as
regides génicas estudadas (E= externo, I= interno). A localizacio exata dos primers foi orientada
de acordo com a sequéncia nucleotidica descrita para D. yakuba (Clary & Wolstenholme, 1987).

Para a amplificagdo especifica da regido controle do DNAmt, foram utilizados dois conjuntos
de primers com sequéncias dos tRNAs e srRNA adjacentes. Os dois primers externos, E-14233 e E-
193 (figura 3, em vermetho), estdo situados no gene rRNA 12S e na fita complementar do tRNA para
metionina (tRNAM®), respectivamente. Os primers internos, 1-14776 e 1-24 (figura 3, em vermelho)
estdo localizados no gene rRNA 12S e na fita complementar do gene de transferéncia de isoleucina
(tRNA™). Para as demais amplificagdes foram utilizados 2 primers para cada regido, assinalados em

azul na Figura 3 e descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Descri¢iio dos oligonucleotideos utilizados na amplificaciio de regides especificas do

DNAmt para as cinco espécies estudadas.

Regides Amplificadas

Primer A

Primer B

Regido A+T

Citocromo Oxidase VII

5" TGGGGTATGAACCCAGTAGC-3’ (E-193)
S>-ATTTACCCTATCAAGGTAA-3’ (1-24)

5-CCACAAATTTCTGAACATTGAGC-3’ (3661)

5’-AAGAGCGACGGGCGATGTGT-3’ (E-14233)
5 -GCTGGCACGAATTTTGTC-3” (I-14776)

5-TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT-3’ (2195)

rRNA 128 5-AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT3’ (14588) | 5-ATGTTTTTGTTAAACAGGCG-3’ (13417)

RNA 168 5-CGCCTGTTTAACAAAAACAT-3’ (13398) 5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’ (12887)
Citocromo b 5.GTAGCATTTTTAACTTTATTAGAACG-3’ (12595) | 5>-TATGTACTACCATGAGGACAAATATC-3’ (10933)
NADH2 5-GCTAAATAAGCTAACAGGTTCAT-3 (2191) 5 -COCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3’ (206)

Da mesma forma foram padronizadas as temperaturas e os intervalos de reagdo programados
no termociclador para promover a otimizagio da reagdo de amplificagdo. Para a regido A+T foram
testados programas de PCR incluindo 5 ciclos iniciais onde a etapa de desnaturagdo foi de 30 segundos
a 94°C, o anelamento dos primers foi a 37°C por 1 minuto e a elongagdo a 60°C durante 2 minutos. A
seguir foram programados mais 35 ciclos na mesma condi¢do de desnaturagdo, o anelamento dos
primers durou 1 minuto e as temperaturas testadas nesta etapa variaram de 42°C a 58°C. A temperatura
de elongacdo variou de 60°C a 72°C, finalizando a reagdo num ultimo ciclo com elongagdo de 7 a 10
minutos. As reacdes de reamplificagdo desenvolvidas para a regido A+T também foram padronizadas
dentro das condi¢des descritas acima.

Para as regides conservadas, 12S, 16S, COVII, Citb e ND2, foram usados programas
desenvolvendo um ciclo inicial de desnaturagio por 3 minutos a 94°C, seguido de 34 ciclos completos
com 1 minuto de desnaturagdo a 94°C. O anelamento variou dentro do intervalo de 42°C até 55°C por
1 minuto e 15 segundos durante a padronizagdo destas temperaturas, seguindo-se, por ultimo, um
periodo de elongacio pela 7ag DNA polimerase que variou entre 60°C e 72°C por 2 minutos de
acordo com as propriedades termo-estaveis especificas de cada regido. Para finalizar, seguiu-se um

ciclo mantendo as mesmas condi¢des, exceto pela adigdo de periodo de elongagdo de 7 a 10 minutos.
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2.3. Clonagem em vetor especifico pMosBlue
2.3.1. Vetor de clonagem pMosBlue (T-vector)

O sistema pMosBlue da Amersham foi utilizado para a clonagem direta de produtos de PCR
(Figura 4). Esta metodologia de clonagem é baseada na atividade de polimerases termo-estaveis que
adicionam preferencialmente uma adenosina extra nas extremidades 3’ da dupla fita do DNA
amplificado, independente da informagéo na fita-molde. Isto favorece a inser¢do de produtos de PCR
gerados pela enzima em vetores de clonagem linearizados e com extremidades 3’ exibindo timidina

(Holton, 1990 e Marchuk, 1990).
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Figura 4 - Mapa do vetor de clonagem pMOSBIlue. O sitio de clonagem do plasmideo linearizado
com extremidades contendo o nucleotideo timina (T) protuberante interno a sequéncia reconhecida pela
enzima de restri¢do EcoRl, indicada com uma seta.
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2.3.2. Reacao de ligacao

Durante a preparagdo do inserto foram testados diferentes protocolos de purificagdo com o
objetivo de aumentar a eficiéncia de clonagem do produto amplificado, especialmente a reagdo de
ligagdo do inserto ao vetor especifico. Estes métodos foram empregados para remover especificamente
a DNA polimerase residual e os produtos inespecificos gerados durante a reagdo de amplificagdo, além
potencialmente afetam a atividade enzimatica da ligase. Foram testados diferentes sistemas de
purificagdo baseados no isolamento do produto de PCR em gel de agarose para posterior purificagdo
através da ligaciio do DNA a uma matriz de silica. A purificagdo de bandas especificas de PCR foi feita
através do método GENECLEAN (BIO 101 /nc.) seguindo as especificagdes do fabricante. Outro
método testado para purificagdo do produto de PCR através do isolamento de bandas diretamente do
gel de agarose foi o sistema Prep-A-Gene (BIO-RAD) seguindo-se as especificagdes do fabricante.
Amostras do produto amplificado foram também retiradas diretamente da reagdo de PCR e dialisadas
através da aplicagdo de 10 pl da reagdo em filtro Millipore VM 0.05 uM em contato com tampdo de
eluigio TE 1X pH 7.4 (10mM Tris-Cl pH 7.4 ¢ 1mM EDTA, pH 8.0), durante 20 minutos e usadas
posteriormente na reagdo de ligagdo ao vetor pMosBlue.

A concentragdo do inserto foi estimada através da comparagdo com o marcador de peso
molecular A (5 ng/ul), mediante visualizag@o do gel de agarose 0.8%, corado com Brometo de Etidio e
analisado através de transiluminador de ultra-violeta. A partir da quantificagio das amostras
amplificadas, foi calculada a quantidade de DNA em ng requerida para obter a razio molar

inserto:vetor de (7.5:1), visando garantir a eficiéncia da clonagem segundo a seguinte formula:

Tamanho do inserto (pb) x Quantidade de vetor (ng) x inserto
(raz@o molar)

Tamanho do vetor vetor

Neste calculo, foi estabelecida uma concentragdo constante para a ligagio de 50 ng do vetor
pMosBlue. Este calculo pode ser simplificado assumindo-se concentragdes e tamanhos constantes para
o vetor e mantendo-se a razdo molar.

' Para cada produto de PCR a ser clonado, foi realizada uma reagio de ligagdo contendo a
quantidade de inserto calculada anteriormente, tampdo de ligagdo 10X, 5SmM de DTT, 0.5 mM de
NIR, 0 ng 8o vetor © 2-3 unidades de T4 DNA ligase. Esta reagio foi entdo incubada em banho
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refrigerado a 16°C durante aproximadamente 12 horas e em seguida mantida em geladeira até sua

utilizagdo no processo de transformagao.

2.3.3. Transformacio em Escherichia coli

A eficiéncia do processo de clonagem esta diretamente associada & linhagem bacteriana
escolhida para transformagdo. Neste trabalho foram utilizadas células competentes da linhagem DH5¢a
de £. coli.

Foi preparado meio de cultura LB (Luria Bertani) para crescimento celular contendo triptona
10 g/l, extrato de levedura (DIFCO) 5g/1 e NaCl 10 g/l acrescido de 15 g/l de agar-agar quando da
preparagdo de meio soOlido para crescimento de col6nias. Ao meio de cultura foi adicionado o
antibiético Ampicilina a uma concentragdo final de 50 ug/ml. Foi também preparado X-gal (5-bromo-4-
cloro-3-indol-B-galactosideo) para uma concentragio final de 40 mg/ml em solugdo de
dimetilformamida e IPTG (isopropil B-D-tiogalactopiranosideo) 100mM. Também foi utilizado meio de
cultura TB (Terrific Broth) liquido constituido de triptona 12 g/l, extrato de levedura (DIFCO) 24 g/l e
glicerol 5 g/l, acrescentando-se ainda 100 ml de uma solugdo de 0.17 M KH,PO4 € 0.72 M K;HPO,.

Foram usados de 20 a 100ul de células competentes para a reagdo de transformag@o. Para
testar a eficiéncia das células e do processo de transformagdo, foram usados controles onde as células
foram transformadas com 0.2 ng de plasmideo-teste. As células de DH5a foram cuidadosamente
descongeladas sendo entdo adicionados de 1 a 5 pl da mistura de ligagdo diretamente sobre as células
em suspensdo. Foi feita uma incubagdo no gelo por 30 minutos e em seguida o choque térmico por
exatamente 40 segundos em banho a 42°C. Apos resfriamento no gelo por 2 minutos foram
adicionados em cada transformagdo 150 pl de meio SOC (20 g/l de triptona, 5 g/l de extrato de
levedura, 0.5 g/l de NaCl, acrescido de 10 mi de KCI 250 mM e 5 ml de MgCl, 2 M e 20 mM de
glicose), sendo as amostras entdo incubadas por 1 hora a 37°C. O plaqueamento de 80 pl da
transformagéo foi feito em placas de Petri com meio LB contendo 35 pl de X-gal 40mg/ml e 20 pl de
IPTG 100mM, que foram posteriormente incubadas invertidas em estufa a 37°C durante a noite para o

crescimento de coldnias.
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2.3.4. Selecio de Colonias Recombinantes

A selecdo de colonias recombinantes foi realizada em meio seletivo onde o plasmideo expressa
complementagio intra-alélica (a0) com a forma defectiva da [B-galactosidase codificada pelo
hospedeiro (F. coli). Bactérias submetidas a indugdo por IPTG sintetizam ambos os fragmentos da
enzima e formam colOnias azuis quando plaqueadas em meio com X-gal. A inser¢do do produto
de PCR no sitio de policlonagem do vetor pMOSBlue inativa o fragmento amino-terminal da 3-
galactosidase abolindo a o-complementagdo. Bactérias transformadas com o plasmideo
recombinante, consequentemente, geraram colOnias brancas que foram facilmente identificadas e
isoladas para andlise posterior.

Todas as colonias isoladas para analise foram mantidas através de replicagdo em placas
contendo meio LB/ampicilina (50 pg/ml) e armazendas na geladeira até a selecdo dos clones
recombinantes. Em seguida, as coldnias selecionadas foram replaqueadas em placas de seguranga
e mantidas através de repiques constantes, sendo periodicamente examinadas quanto a

manuten¢io do plasmideo recombinante.

2.3.4.1. Minipreparacéo plasmidial

Uma vez identificados os clones positivos, através da selegdo das colonias recombinantes,
o DNA plasmidial foi isolado para verificagio da presenga do inserto especifico e eliminagdo de
falsos positivos. A analise rotineira de clones positivos foi realizada através do método TENS (1%
de Tris 1M pH 8.0, 5% de NaOH 2N, 5% de SDS 10% e 0.2% de EDTA 0,5 M pH 8.0) com
posterior digestdo do plasmideo com 2 enzimas de restricdo do sitio de policlonagem como
descrito a seguir: uma unica colonia de bactérias foi inoculada em 3 pl de meio LB/ampicilina
sendo posteriormente incubada a 37°C em agitagéo de 300 rpm durante a noite para o crescimento
de células em suspensio. Foram transferidos 1.5 ml de cultura para um tubo eppendorf que foi
centrifugado por 1 minuto a 12.000 rpm em microcentrifuga. Uma vez descartado o sobrenadante,
o processo foi repetido com o restante da cultura que foi entdo homogeneizada em vortex. Foram
adicionados 300 pl de TENS a solu¢do que foi novamente misturada em vortex, sendo entdo
acrescida de 150 pl de acetato de sodio 3M pH 5.2, procedendo-se mais uma centrifugagio por 5
minutos apos nova homogenizagdo em vortex. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
onde o DNA foi precipitado em Etanol gelado, sendo novamente centrifugado a temperatura

ambiente por 10 minutos a 12.000 rpm em microcentrifuga. Apés descarte do sobrenadante, o
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“pellet” foi lavado em Etanol 70% gelado e posteriormente ressuspendido em 50 ul de 1X TE
contendo 20 ug/ml de RNase. Apds a incubagdo a 37°C por 1 hora para digestdo com a enzima,

foram utilizados 2 pl de cada amostra para a digestio com as enzimas do sitio de clonagem do

vetor pMOSBlue.

2.3.4.2. Detecgao do Inserto com Enzimas do Sitio de Policlonagem

Foram utilizados 2 pl do DNA purificado através de miniprep para a digestdo com as
enzimas Sma 1 e Xba 1 (Pharmacia), com o objetivo de extrair o inserto do vetor. As condigdes de
digestdo, concentragdo, tampdo, tempo e temperatura foram as recomendadas pelo fabricante. Cada
reagdo de digestdo recebeu 0.5 pul de Sma 1, 1.5 ul de tamp@o de reagio da enzima, 9.5 ul de agua
e 2 ul de DNA. As amostras foram incubadas durante 1 hora a 30°C, acrescidas de 1l de Xba 1 e
novamente incubadas por 2 horas a 37°C. As reagdes foram entdo inativadas com 1 pl de
Bromofenol/Xilenocianol e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% a 80 volts. O gel foi
corado com Brometo de Etidio e a visualizagido das bandas do inserto foi feita em transiluminagio

Uu.Vv.

2.3.4.3. Amplificacio da colonia com primers mitocondriais

Com o objetivo de selecionar clones positivos diretamente do plaqueamento, também
foram realizadas amplificagdes através de PCR das colonias recombinantes, subtraindo a etapa de
purificagio plasmidial e digestdo com enzimas de restrigio. Neste caso, as colonias selecionadas
foram isoladas e ressuspendidas em 50 pl de agua MilliQ estéril seguindo-se a agitagdo em vortex € a
desnaturagdo a 95°C durante 5 minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm em
microcentrifuga por 1 minuto. Foram coletados 10 ul do sobrenadante para posterior analise via PCR,

mantendo-se as condicGes especificas de amplificagdo citadas anteriormente para cada regido, item 2.2.
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2.4. Sequenciamento da Regiio Controle
2.4.1. Minipreparacio Plasmidial para Sequenciamento

Dois procedimentos distintos de purificagdo plasmidial foram utilizados especificamente
para a preparagdo de amostras para sequenciamento.

Método de extraciio alcalina. A preparacio de amostras para sequenciamento foi feita a
partir do indculo de 3 ml de meio de cultura liquido LB contendo 5 pl de ampicilina com uma
unica colénia recombinante, seguindo-se uma incubagdo a 37°C com agita¢do constante de 250
rpm durante a noite. Apos o crescimento de células em suspensdo, foram transferidos 1.5 ml da
cultura para tubos de microcentrifuga e centrifugados por 2 minutos a 12.000 rpm. Foi descartado
o sobrenadante e o processo foi repetido para o restante da cultura. Foram adicionados ao “pellet”
200 pl de 1X TE (10 mM Tnis 7.4 e 1| mM EDTA 8.0) que foi entio ressuspendido em vortex e em
seguida adicionados 400 pl de NaOH 2N e 1% de SDS (v/v), a solugdo foi homogeneizada por
inversdo e incubada no gelo. Em seguida foram adicionados 300 pl de acetato de potassio 3M, os tubos
foram misturados por inversdo e centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm em microcentrifuga. O
sobrenadante de cada amostra foi entdo dividido e transferido para dois novos tubos aos quais foi
acrescentado 10% de NaOAc 3M pH5.3. O DNA foi entéo precipitado com 900 pl de isopropanol a -
20°C por 15 minutos apos os quais as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos em
microcentrifuga refrigerada a 4°C. Inicialmente, um “pellet” de cada amostra foi dissolvido em 500 pl
de 10X TE e, em seguida, este volume foi usado para ressuspender o segundo “pellet” obtido para a
mesma amostra. Foi ainda adicionada RNase para uma concentragio final de 20 pg/ml, seguindo-se
incubagdo a 37°C por 15 minutos. A RNase foi extraida da solu¢do com 500 pl fenol/cloroférmio 1/1
(v/v) com posterior centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 minutos em microcentrifuga. Em seguida o
sobrenadante foi coletado e acrescido de 50 Wl de NaOAc 3M e 900 ul de Etanol gelado sendo
posteriormente incubado a -20 por 30 minutos para ocorrer a precipitagdo do DNA. Procedeu-se entao
uma centrifugacdo por 10 minutos a 4°C em microcentrifuga refrigerada, onde o sobrenadante foi
descartado e o “pellet” foi lavado em Etanol 70%. O “pellet” foi liofilizado e ressuspendido em 100 pl
de 1X TE. Foram coletados 2 pl de cada amostra para digestio e visualizagdo em gel de quantificagdo.

O DNA dupla-fita, foi desnaturado através de tratamento alcalino prévio ao sequenciamento
(Sambrook et al.,1989). Neste procedimento foram adicionados 15 ul de EDTA 2 mM, 15 pl de

NaOH 2M e 20 ul de agua estéril para cada 100 ul de DNA. Em seguida as amostras foram incubadas
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a 37°C por 30 minutos. Foram ento adicionados 23 pl de NHsOAc pH 4.8 e 520 ul de Etanol gelado e
precipitado por 30 minutos a -70°C. Seguiu-se a centrifuga¢do por 10 minutos a 9.000 rpm em
microcentrifuga. Apos descartar o sobrenadante, o “pellet” foi lavado em uma centrifugacdo de 5
minutos com Etanol 70%. O “pellet” foi entdo liofilizado e armazenado em freezer -20°C até sua
utiliza¢do na reagdo de sequenciamento.

A preparagio plasmidial para o sequenciamento automatico realizado pelo Nucleic Acid
Service Laboratory da University of British Columbia, esta descrita a seguir. Foram inoculados 4
ml de meio de cultura TB (Terrific Broth) contendo 5 ul de ampicilina 40 mg/ml com uma Gnica
colonia e incubados a 37°C com agitagdo constante a 300 rpm durante a noite. Cada 1.5 ml da
cultura foi centrifugado por 1 minuto, o sobrenadante foi entdo descartado e o “pellet” de
bactérias foi ressuspendido em 200 pl de tampdo GTE (glicose 50 mM, Tris-HC1 25 mM pH 8.0 e
EDTA 10 mM pH 8.0). Foram adicionados 300 pl de NaOH 0.2N/SDS 1%, misturando-se por
inversdo, seguindo-se incubagdo no gelo por 5 minutos. A solugdo foi neutralizada adicionando-se
300 pl de acetato de potassio 3M pH 4.8, os tubos foram novamente invertidos e incubados no
gelo por 5 minutos. Seguiu-se a centrifugagdo por 10 minutos a 12.000 rpm a temperatura
ambiente em microcentrifuga, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo, acrescido de 2 pl
de RNase A (10 ug/ml) e incubado por 20 minutos a 37°C. Apoés o tratamento com RNase o
sobrenadante foi extraido 2 vezes com Cloroformio. O DNA total foi precipitado em 550 pl de
isopropanol 100% e centrifugado em seguida, por 10 minutos em micricentrifuga a temperatura
ambiente. O “pellet” foi entdo lavado com etanol 70% e liofilizado no vacuo, por 3 minutos, para
entdo ser dissolvido em 32 pul de agua MilliQ e precipitado com 8.0 pl de NaCl 4M, adicionando-
se ainda 40 ul de PEG g0 13%. As amostras foram incubadas no gelo por 20 minutos e a seguir
centrifugadas em microcentrifuga por 15 minutos a 4°C em um rotor de angulo fixo. Descartado o
sobrenadante o “pellet” foi lavado em Etanol 70% e novamente liofilizado & vacuo por 3 minutos.
O DNA foi entdo ressuspendido em 20 pl de agua MilliQ e 1 pl de cada amostra foi analisado em
gel de agarose para quantificagdo. O restante foi liofilizado e enviado para analise de

sequenciamento.
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2.4.2. Reacao de Sequenciamento Manual

Foram determinadas as sequéncias em ambas as fitas de DNA, molde e complementar da
regido controle, para dois clones de cada espécie, com o objetivo de minimizar possiveis
ambiguidades nucleotidicas.

Para as reagdes de sequenciamento foi utilizado o sistema da USB-Amersham, Sequenase
Versdo 2.0 DNA Sequencing kit. A mistura de anelamento consistiu da amostra de DNA
desnaturado segundo o protocolo descrito anteriormente, 7.0 ul de agua MilliQ, 2.0 ul do tampao
sequenase 5X e 1.0 ul do primer apropriado (M13 reverso, M13 direto ou primers internos). As
amostras foram entio incubadas a 37°C por 30 minutos Paralelamente preparou-se a solugdo de
marcagdo, consistindo de 1.5 ul do tamp@o de dilui¢@o da enzima, 0.25 pul da DNA polimerase T7
e 0.25 pl de pirofosfatase, 1.0 ul de DTT (Ditiotreitol), 2.0 ul de Labeling Mix (dNTPs diluidos)
1:5 e, por ultimo, 0.5 pl de dATP radioativo [*°S], totalizando 5.5ul de solugiio de marcagdo, os
quais foram incorporados a cada reacdo de anelamento. Apds a elongag¢do e incorporagdo
radioativa por 5 minutos, a reag@o foi interrompida transferindo-se 3.5 pl da reagdo para 4 tubos
de terminagdo contendo cada um 2.5 pl de apenas um dos quatro dideoxinucleosideos trifosfato
de terminagdo (ddG, ddA, ddT e ddC). Seguiu-se uma incubagio a 37°C por 5 minutos e a reagio
foi entdo suspensa acrescentando-se 4 Ll de bromofenol.

Imediatamente antes de aplicar as amostras no gel de sequenciamento, este foi previamente
submetido a corrida eletroforética por 30 minutos para promover o aquecimento das placas
suporte e do gel. As amostras foram entdo desnaturadas em banho a 75°C por 3 minutos e
rapidamente resfriadas no gelo. Aproximadamente 3 pl por amostra foram aplicados

sequencialmente na ordem G—>A—>T—C.

2.4.3. Preparacio do Gel de Poliacrilamida para Sequenciamento

O tratamento das placas de suporte do gel de poliacrilamida foi feito através de uma etapa
de desengordurag¢do de uma das superficies com Etanol, seguido da aplicagdo de Acetona. Para
aderir o gel, a placa dentada foi tratada com uma solugdo com 5 ml de Etanol P.A., 175 ul de
Acido Acético e 17 ul de Bind-Silane (Pharmacia). Apos a secagem da placa ainda foram
adicionados 5 ml de Etanol P.A. na superficie tratada. No tratamento feito na outra placa para

evitar a aderéncia do gel de sequenciamento foram espalhados 5 ml de Repel-Silane (Pharmacia).
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As placas foram montadas de modo que as superficies tratadas estivessem posicionadas uma frente
a outra com separadores de 0.2 mm, estando unidas por presilhas laterais.

O gel de acrilamida 6% foi feito a partir de 10.5 ml de acrilamida 40% (38 g/100 ml de
Acrilamida, 2 g/100 ml de N,N’-metilendiacrilamida e 1 g da resina AG 501-X8D), 29.4 g/80 ml
de Uréia e 14 ml de TBE 5X (60.55 g/l de Trizma Base 1M, 25.67 g/l de Acido Borico 0.83M e
1.86 g/l de EDTA 10mM). Esta solugio foi dissolvida em banho a 60°C e filtrada em filtro 0.45
um para evitar a formagdo de cristais no gel. Imediatamente antes de verter o gel entre as placas
de corrida foram ainda adicionados 480 ul de Persulfato de Amoénma e 30 yul de TEMED
(N,N,N’ N’- tetrametiletilenodiamina da Bio-Rad). O gel foi entdo adicionado entre as placas
inclinadas, com o cuidado de evitar a formagdo de bolhas de ar, até atingir a extremidade oposta
onde foi inserido o pente. A polimerizagdo do gel foi feita durante a noite a temperatura ambiente
com as extremidades das placas vedadas.

A corrida eletroforética foi feita a 2.000 volts em tampdo 1X TBE por aproximadamente 5
horas. Apoés a corrida as placas foram desmontadas e a placa com o gel aderido foi incubada em
uma solugdo de acido acético 5% e Metanol 15% para remo¢do de uréia, ficando sob agitagdo
constante por 30 minutos, sendo em seguida lavada exaustivamente em agua corrente para
retirada da uréia residual. Apds a secagem em estufa a 80°C, o gel foi exposto em filme de Raio X
(Hyperfilm MP) por aproximadamente uma semana até a revelagdo do autoradiograma em

revelador e fixador refor¢ador (Kodak).

2.5. Anailise das Sequéncias Nucleotidicas

As sequéncias de DNA obtidas para a regido controle do DNAmt destas espécies foram
editadas através do programa ESEE versdo 1.09 (Cabot & Beckenbach, 1989). O alinhamento das
sequéncias completas ou parciais foi realizado através do programa de alinhamento multiplo
CLUSTALW (Thompson et al, 1994) e, eventualmente, ajustadas manualmente. Foram mantidos
os parametros padronizados originalmente no programa para identificagdo e manutengdo de
“gaps”, durante as analises de sequéncias.

A sequéncias obtidas para a regido A+T foram submetidas a consulta e busca por padrées
de similaridade e/ou homologia com bancos de sequéncias registradas e disponiveis para consulta
(Genebank ¢ EMBL) através do aplicativo BLASTN permitindo a analise comparativa entre

sequéncias e a identificagdo preliminar do conteudo genético de novas sequéncias.
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O programa Mega (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versdo 1.01 (Kumar et al.,
1993), oferece um conjunto de aplicativos proprios para a estimativa de distdncias evolutivas,
reconstrugdo filogenética e calculos estatisticos Uteis para a interpretacdo da informagdo
filogenética contida em sequéncias de DNA. Neste trabalho, dez sequéncias representando dois
clones de um mesmo individuo de cada espécie foram alinhadas e analisadas através deste
aplicativo, para a obtencdo de uma matriz de distdncia baseada no modelo de 2-parimetros de
Kimura (Kimura, 1980).

A partir desta matriz, as sequéncias foram analisadas pelo método de Neighbor-joining
(Saitou & Nei, 1992). Sitios informativos de parciménia foram utilizados para a recuperagio da
topologia filogenética através de analise de Maxima Parcimonia (Fitch, 1971).

A caracterizagdo de estuturas secundarias conservadas foi baseada no custo energético
minimo requerido para a formagfo de algas e grampos no DNA, realizada pelo programa de
simulagio PCFOLD (Zuker, 1989) associado a um aplicativo para visualizagdo de estruturas
secundarias MOLECULE (Lapalme ef al., 1982), permitindo a observagdo dos padrdes
conformacionais, energeticamente estaveis, assumidos por regides especificas de DNA.

Utilizando-se o aplicativo CAP2 (Contig Assembly Program Version 2 - Huang, 1996)
executado em estacio SUN - Silicon Graphics, foi realizada a compilagdo dos dados de
sequenciamento, otimizando a edi¢do das sequéncias nucleotidicas parciais obtidas durante o

sequenciamento.
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RESULTADOS

1. Padronizacio da técnica de PCR

Apo6s a padronizagdo foram definidas as condigdes de amplificagdo e as concentragdes
otimas de cada reagente usado no PCR, que resultaram em maior especificidade do produto para
as seis regides génicas do DNAmt das espécies C. hominivorax, C. macellaria, P. eximia, C.
megacephala € D. hominis. Para a otimiza¢do da reacdo de PCR foram estabelecidas as seguintes
condi¢des: a concentragio de 1.5 mM de MgClz, os primers foram adicionados para uma
concentracdo final de 0.5 mM cada, a concentragdo de dNTPs foi de 0.2 mM em reagéio e foram
utilizadas 2.5 unidades de Tag DNA polimerase por reagdo. A aliquota de DNA utilizada para a
reagdo de amplificagio foi padronizada em 1.0 pl de uma TNE padrdo. A aliquota de DNA
utilizada na etapa de reamplificagdo do produto de PCR foi padronizada em 0.5 pl de uma diluigdo
1:50 do PCR original.

Entre as temperaturas testadas durante os ciclos de amplificagdo, a etapa para o
anelamento dos primers foi a mais decisiva para aumentar a especificidade do produto de PCR. Os
primers utilizados para a amplificagdo das regides génicas foram selecionados de acordo com
dados descritos na literatura para amplificagdo do DNAmt de outras espécies de insetos (Simon et
al, 1994). Cada regido analisada foi submetida a amplificagio com mais de um par de primers
especificos em diferentes combinagGes, com o objetivo de determinar qual arranjo de primers
geraria maior resolu¢do do produto. As sequéncias dos primers estdo descritas na Tabela 1 de

Materiais e Métodos.

1.1. A regiio rica em A+T

A regido rica em A+T foi amplificada em duas etapas distintas. O processo consistiu de
uma primeira amplificagdo contendo 30 ciclos com etapas de desnaturagdo a 94°C por 30
segundos, anelamento com primers externos (TM-N-193 e SR-J-14233, Figura 3) a 58°C por 1
minuto € a elongagio a 60°C por 2 minutos. Segue-se um ciclo final idéntico, exceto pelo tempo
de elongagio de 10 minutos. A reamplificagio com primers internos a sequéncia amplificada em
um PCR anterior ("nested" PCR) permitiu a recuperag@o mais especifica da regido A+T. A reagdo

de reamplificagdo manteve as mesmas condi¢cdes de desnaturagdo e elongacdo, sendo o
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anelamento com primers internos (TI-N-24 e SR-J-14776, Figura 3) realizado a 56°C por 1
minuto.

As quatro combinagdes de primers testadas para a amplificagdo da regido A+T estdo
descritas a seguir. Neste trabatho, o primer SR-J-14233 amplifica eficientemente a regiio A+T das
espécies estudadas quando combinado com o primer TM-N-193, produzindo um fragmento com
aproximadamente 2029 pb para C. hominivorax e C. macellaria, 1826 pb para P. eximia, 1567 pb
para C. megacephala e 2396 pb para D. hominis. Ainda foram testados os pares de primers TM-
N-193 e SR-J-14776 e os pares TM-N-24 e SR-J-14776. Ambas as combinag¢des de primers
geraram produtos inespecificos. No entanto, esta Gltima combinagdo se mostrou util quando
utilizada para a reamplificagio de uma amostra do produto proveniente de uma amplificagdo
anterior com os primers TM-N-193 e SR-J-14233, produzindo fragmentos especificos com
aproximadamente 1430 pb para C. hominivorax, 1490 pb para C. macellaria, 1377 pb para P.
eximia, 1220 pb para C. megacephala e 1820 pb para D. hominis (Figura 5a). A reamplifica¢do da
regido A+T produziu fragmentos cujos tamanhos variaram num intervalo de 1200 pb a 1800 pb
entre as espécies de Calliphoridae e Oestridae identificando padrdes interespecificos neste grupo
de espécies.

A regido A+T do DNAmt de 8 populagles, geograficas e temporais, de C. hominivorax
também foi amplificada, gerando em todas as amostras um unico fragmento de aproximadamente
1400 pb (Figura 5b), ndo tendo sido encontradas variagdes nas populagdes de C. hominivorax
analisadas com rela¢@o aos tamanhos dos fragmentos amplificados para regido A+T. Porém, esta
regido, para amostras da espécie P. eximia, provenientes respectivamente de material em
decomposicio e de miiase primaria em Canis familiaris, apresentou variagdo em tamanho, tendo
sido identificados dois fragmentos distintos para a regido A+T com aproximadamente 1370 pb e

1500 pb (Figura 5c e 5d).
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Figura 5- a) Regido rica em A+T das 5 espécies estudadas. Coluna 2- C. hominivorax;
coluna 3- C. macellaria; coluna 4- P. eximia; coluna 5- D. hominis e coluna 6- C.
megacephala. Colunas 1 e 7 correspondem aos marcadores ®X174 digerido com Haelll
¢ 1Kb DNA Ladder, respectivamente. b) Regido rica em A+T de 8 populagdes de C.
hominivorax: coluna 2- Alfenas (MG); coluna 3, Caraguatatuba-SP (Ca)-1; coluna 4- Ca-
2; coluna 5- Ca-3; coluna 6- Ca-4; coluna 7-Morro do Chapéu (BA); coluna 8- Botucatu
(SP); coluna 9- Manaus (AM). Colunas 1 ¢ 10 correspondem aos marcadores ®X174
digerido com Haelll e 1Kb DNA Ladder, respectivamente. ¢) Regifio rica em A+T de 2
amostras de Phaenicia eximia: coluna 3- amostra proveniente de mifase primaria em céo
€ coluna 4- amostra proveniente de mifase primaria em carcaga. As colunas 1 ¢ 2
correspondem aos marcadores 1Kb DNA Ladder e ®X174 digerido com Haelll,
respectivamente. d) Regido rica em A+T de 2 amostras de P. eximia (aDNA): coluna 3-
amostra de Botucatu; coluna 4- amostra coletada em miiase de cio em Bardo Geraldo-
Campinas; colunas 5 e 6- amostras de Campinas coletada em carcaca; coluna 7- amostra
de um espécime seco mantido em colegdo desde 1986. Colunas 1 € 2- Correspondem ao
marcadores 1Kb DNA Ladder ®X174 digerido com Hae 111, respectivamente.
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1.2. Regioes Génicas Codificadoras

Para as regides génicas codificadoras, rRNAs 12S e 16S, COUIIL, Citb e ND2, as
temperaturas de desnaturagdo e elongag¢do foram mantidas constantes, em 94°C e 72°C
respectivamente. Foram padronizadas temperaturas especificas para anelamento destas regides. Os
primers utilizados na amplificacdo das regiGes génicas compreendendo o rRNA 12S e as
subunidades I e 1I da Citocromo Oxidase foram anelados a 47°C. As regides do Citocromo b e do
rRNA 16S foram aneladas aos primers a 55°C, e o anelamento especifico para a regiio ND2
ocorreu a 42° C. Para uma amplificagio eficiente, o intervalo de anelamento estabelecido para
estas regides foi de 1 minuto e 15 segundos.

A regido COV/II das espécies analisadas foi amplificada com os primers C2-N-3661 e C1-J-
2195 gerando um fragmento de aproximadamente 1560 pb para todas as espécies (Figura 6a). A
regido ND2 foi amplificada com os primers TM-J-206 e C1-N-2191 resultando em um fragmento
de 2100 pb, com parte do gene da subunidade I da citocromo oxidase incluido (Figura 6b). Foram
obtidos resultados de amplificacio mais definidos para a regido do citocromo b através da
combinagdo dos primers N1-N-12595 e CB-J-10933 gerando um fragmento de aproximadamente
1500 pb (Figura 6¢). A amplificagio dos RNAs ribossomais, resultou em um fragmento de
aproximadamente 1200 pb para a regido 12S quando amplificada com os pares de primers SR-N-
14588 e LR-J-13417 (Figura 6d). A regido do rRNA 16S do DNAmt das espécies de
Calliphoridae e Oestridae analisadas foi amplificada com os primers LR-N-13398 ¢ LR-J-12887
gerando um produto com 638 pb (Figura 6d). Os primers utilizados, amplificaram eficientemente
estas regides especificas do DNAmt das espécies estudadas resultando em tamanhos similares aos
esperados quando comparados as regides homologas descritas para D. yakuba.

A técnica de PCR também permitiu a recuperagio da informagdo genética de regides
especificas do DNAmt de amostras antigas (coletadas ha mais de dez anos), de colegdes
entomologicas e mantidas sob diferentes condigdes de preservagdo. A regido COI/II do DNAmt
de um individuo adulto de C. hominivorax preservado em alcool 70% por mais de 10 anos foi
amplificada, confirmando a eficiéncia da técnica para a analise de amostras contendo parte do
DNA degradado (Figura 6a). Também a regido rica em A+T de um espécime seco de P. eximia,

registrado e mantido em insetario desde 1986, foi eficientemente amplificada com primers internos

40



-

=)

'y
1

C. d.

12345 678910

Fig. 6- a) Regido COI/IIL Coluna 2- C. hominivorax, amostra preservada em alcool
70%; coluna 3- C. macellaria; coluna 4- P. eximia; coluna 5- C. megacephala ¢
coluna 6- D. hominis. Coluna 1- marcador Ladder 1 Kb. b) Regido ND2. Coluna 3- C.
hominivorax; coluna 4- C. macellaria; coluna 5- P.eximia; coluna 6- C. megacephala,
coluna 7- D. hominis. As colunas 1 e 2 correspondem aos marcadores Ladder 1 Kb e
®X174 digerido com Haelll, respectivamente. ¢) Regido do Citocromo b. Coluna 2-
C. hominivorax; coluna 3- C. macellaria; coluna 4- P eximia; coluna 5- D. hominis.
Coluna 1- marcador Ladder 1 Kb. d) Regides génicas ribossomais. Colunas 2 a 5,
rRNA 16S e colunas 6 a 9, rRNA 128. Colunas 2 e 6- C. hominivorax; colunas 3 e 7-
C. macellaria; colunas 4 e 8- P. eximia e colunas 5 € 9- D. hominis. As colunas 1 e 10
correspondem aos marcadores ©X174 digerido com Haelll e Ladder 1 Kb,
respectivamente.
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a partir de uma aliquota de 2 pl néo diluida do produto de amplificacdo anterior, realizada com os
primers externos (Figura 5d).

Com excecdo da regido A+T, as demais regides génicas do DNAmt das espécies e
populagdes analisadas, se mostraram constantes quanto aos tamanhos dos fragmentos

amplificados.

2. Analise das Sequéncias Nucleotidicas

A regido rica em A+T, amplificada para as cinco espécies, foi eficientemente inserida em
vetor de clonagem especifico para insertos provenientes da reagdo de PCR (pMOSBIue). Apos a
purificagdo de eventuais residuos remanecentes da reagdo de PCR (Materias e Métodos item
2.3.2), foi verificado que a dialise em filtro Millipore VM 0.05 uM permitiu uma reagio de ligacio
eficiente, ndo obtida com os outros métodos testados.

Os insertos contém integralmente a regido rica em A+T, além de incluir as sequéncias
parciais da extremidade 5' do rRNA 12S (180 pb) € a extremidade 3' do tRNA™ (50 pb). Para a
caracterizagdo da regido controle, foram selecionados 2 clones de um individuo de cada espécie.

As sequéncias completas obtidas para os 10 clones estdo descritas na Figura 7.
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1.Cochiliomyia hominivorax

> Lochr!omyra komrmvorax Clone ] (C hC l) (1403 bp)

<rRNAMSATTIACCOTATCAAGETAA AT >GEATTTCCATRCARCTTTTT TTTT T TP T TTTAT
GTATATTT ﬂTACTATTTTTmATARAAATRAAATATACTAATTAATHlllLALLL'1RALL1LHRIHATTrﬂﬂRTTAGTHATRAATATTTAATHTTTH
TTAAARATTATTTAGATAATTAARTTATTGC TATATATATATATE RATTTATATATATTATTATTCATATATTTATATTTATATTAARATAT

PRRTRAATTAATACTTATTTAATAATTRATAAATCATTTATRFRHAATTATAHA RHRTTTRTCTA!CTRTRRACTTTRATGRTTTCATAATTGATT
TAATTTCCACTATARARATTTTATAGARATARARRATRATTARAGATTTAGT AACATGATATCCTTAACTGGATTTGARAT 'ATCTAAATTA
ATRUATAAATATTLATTAATTAAATATTTATATATTAATATATACCTATTAAFPCTArTﬁGTATAhRGRCCRARAATAAATTTTTGPACGCTTCAAT
ATARAAR”* GETATATATAGATGRAT TATATATTTAATTT AATTAATARGGATTTATTATATAATCAATAATT TAARTTATATE

; TTATARATTTATTATARATTTTTTACTATTTTATAT TAT TAGCTAAT TAARTATATTATATATATATTATTTATATATT TAATTR
TTTRTTTTATTAAﬁTAAATATRGGGGTTTATTTATTATAAFA“HHATTTAAFGTHTTﬂﬂTTTTFATTGGﬂhTTTATTARTTTTCRTTGAAA“TTATT
ATTATGGGAGGETATTACCARATTTTAATTATTTATTTAATTTTTACATTAAARRTTAATTTTTATTATT TAAATATTATAATAATGATAARTTATAT
GTTTTATAATTATAAT TARATTATTAATTTTAATTATGT TATAARGAAT TTARTAT TTAATAA T TATGATTTTTGTGTAT TATATTTAGATTTTRAAG
TTTAATTTATATTATTACTATTATTATTATATTGGATTTTAT TTAATTARTTGRHTTqTFQRTHAAATTRHARATFTiRAAHRTRTTTAT”TAATTA
ATTﬂCCTTTTTTTAATATTTTAATAAAGTATAAAPTPIAAITAPTIAAAT Tﬁ[EAT]TTATHPTTDRTCCTerHA12S) I

> Coch:!omy:a hom:mvorax Clone 2 (ChC2) (1404 bp)
<ERNAT">ATTTACCCTATC ITAAT CATTAE WAFT>GEATTTCCATACGAT 6 Ml sl B O A A
ATGTATAT TATPﬂTATTmmmTﬁTRARRATHAAﬁTATA”TAAWTRﬁTATTTmRT”T?TRRTTTmARTRPTFTAAHT”HGTRRTRRATRTTTﬁRTRTT
TATTARARRATTATTTAGATAATTAATTAT TGoATATA T AT ATATA FAATTTATATATATTATTATTCATATATTTATATTTATATTARAATAT
GHATARRTTAATATTTRTTTAATﬁATTﬁATAAATCATTTATA AAAATTATARA*AHHTTTHTFTATCTRTAﬂAGTTTAHTGhTTTFHmHRTTGHTT
TAATTTCCACTATAARTTT TATAGAAATARAANT ANTTARAGAT T TAGTARCATCGATATCCTTARCTGGATTTGAAAR T T T T T TATCTARATCA
ATAGATAAGTATTGATTAATTAAATATTTATATATTAATATATATCTATTAATCCTATTG GFHP&HAGRCCAARARFAHRTTTTTGLRCGCTTCRRT
ATAAAAAT RGAGETATATATAGATGAAT TATATAT TTAATT TAAT TART ARGGATTTATTATATAATCAATAATTTAATTATAT AR WARAA

v AATTTATARATTTATTATARATTTTTTACTATTTTATATTATTAGCTAAT RﬂRTRTRTTAWﬂTATRTRTTATTTATATRT
TTAATTATTTRTTTTACTRRRThARTRTRGGGGTTTRTTTAT”HTHATRTRAPTTTRATCTRTTRHTTTTCRTTGGAATTTATTRRTTTTCATTGAA
ATCTATTAT TATGGGAGETATTACCAAATT TTAAT TATTTATTTAATTTTTACAT TARAAATTAAT TTTTMT TAT TTAAATATTATARTARTGATAR
ATTATATATTTTAT AAT TATAAT TARA T TAT TARTTTTAAT TATGTTATAAAGART TTAATAT TTAATARATTATGATTTTTGTKTATTATATTTAGR
PTTPAAGTWTAAJITHFATHﬁTTﬁqTATATACTGFRTTTTATTTAATTRRTTGAATTTTTGRTﬂﬁﬂATTRRRHATTTTAAAAATRTTTATTTAATTA
ATPACTTT?’IITAA[AFFT!HRlAAAULAFHARTTTTHRTTR TTAAPTATATTATTTTATAATTGATGG<rRNA19S>“'"“

2.Cochliomyia macellaria
>Cochu'omy.fa mace!lana Clone 1 (CmCl) 1453bp

<tRNA”=> ATTTACCTT .
TATACTTA ITTLAI‘AAAL\A"{AM\A[ ;
TTTTATTTAGATAAT TAARRTTTGOA A

[ATATATATATATATAATTTATATATATTTATTCATATATTTCTATTTATATTARAATATGTACAAR
TAGATATTAATTTAATAATTAATARATTATTTATATAATATTAT AAATRHATGTATCTATFTRTRAAGTTTRRTAATTTCATAﬁTTGATTTAACrIC

CACTATARACATTATATCTATARAAATAGT TAAAGATTTAGTAACATGATATACTTAACTGAATT TGARATT I ARTCTAAATTAATAGATA
TATATTﬁATTAATTAAAmATTTATRTATTAATRHRTHTFTATTHATTCTTATTGGTATATGGACLAAAAATAAATTTTTGCACCCTTLRA“ATAAAA
N[uﬁu ]AﬂATATAGRTGHRATRTATATTTAATTTRGTTﬂﬂTAGAﬂﬂATTCA”TATATAAGTAATTATTTPCTF% TAATAATARTTACATTA

i ACTAGTTGAGTTAAAAAATTGAATTTTTCTAAATTTTTACTATTTTARA TTAPlAATAAA[[RHTPATPJTHTTRAmTAAA
PTTTA[4RATTTRTTTTTTT”ARTTRGTAAA”AAATAAPGGGGTTTATTTATFALAAIATA%AAGTAATGTATAATLTLRCRTTGRTTTTTATWGTT
ACAGGAGTAGT TACCAATTTATAATTATCTATTTTTATAATTAT TT TATAAACTTATTTTTATTAT TAATATATARATT TAAT TAGTTAT TAATTTT
ATAAATTATTTTTGAGARAT TGGACT GTTARARAATAGGGCGTAT CARARATCTARCAGTAGCGTGCAGAGATTTTTTGCTCTAATATAGTTTTCCTTT
ARATGGGTATGAAATTTTCTGCACGCTACTGTTAGAT TTGGGEETCCTAATTTTACATTGTTTT TATATTATATT T T TT TCTTCATTTTTTAGTA
AGTGTATTT FTCATGTTAAATATTG%PTTATATAGATGTRATTTTAATTGRTTAC”TTTTTTAATATTTTAATTTAATAAARPTTAPATTTHTTTRR
PTLAQTAIPTTAIAUTWTATTG”<rRNA1°S) -Zu_ RATITG

Figura 7. Descriciio das sequéncias completas obtidas para as espécies C. hominivorax, C.
macellaria, P. eximia, C. megacephala e D. hominis. Os primers universais utilizados para a
amplifica¢do desta regido estdo assinalados em vermelho, as regides marcadas em azul,
correspondem as sequéncias parciais dos rRNA 128 e tRNA™. As indicagdes <tRNA"“>, <A+T>
e <rRNA12S> delimitam o inicio das sequéncias relativas ao tRNA™, a regido rica em A+T e ao
rRNA12S, respectivamente. Os elementos estruturais de sequéncia primaria estdo delimitados em
rosa e a regido controle propriamente dita, esta indicada em preto.
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>Cochilomyia macellaria Clone 2 (CmCZ) 1449bp
<ERNAM*>ATTTACCCTATCAAGGTAACCE A7 A T>GACTTCCCATGTTTTT T I T T T T TT T T T EATTTTA
THCTTRTTTTTRTARRBATRAAATTAATTA1’llGTRllLLA!!llJHRLIlLAATHATTTRHRRTAGTAAAARRRRTRAGTTGTATTTTATTATTT
TATTTAGATAATTAAAATTTGCATA TATE TEATTTATATATATTTATTCATATATTTCTATTTATATTARARATATGTTCARRTAGAT
ATTAATTTAATAATTAATALATTATTTATA FAP\'T?—\TTHTWTAPLRTGTJ’-\TCTRTCTRTRMGTTTAATMTTTCHTMT'I GATTTAATTTCCACTA
TAARCATTATATCTATAARAATAGTTARAGATT TAGTAACAT GATATACTTAACT GAATTTGARAAT TTTTTTTTATCTARAT TAATAGATATATATT
AATTAATTAAATATTTATATATTA%TGHATATCTATTHRTTCTTATTGGGTATETGG@CChRAAATAAATTTTTGCACGCTTCAATATARAAAT""
TETATATAG&LCHAHTATATRTTTHATT AGTTAATAGARRATTCATTATATAAGCAATTATTTACTTATTAATARTAATTACATTN AL
”WRBPTGAGFPAAAAAATTGHRTTTTTCTRRATTTTTACTRTTTTAAATTATTARTAAATTAATPAPAP”AqTHATFHARATTT
ATABATTTATTTTTTTTAATTRGTRRRTARATARGGGGGTTTRTTTRTTRTAATATAAAAGTRATGTATAATTTTACATTGATTTTTHTTGTTRCAG
GAGTAGTTACCRAT TTATARTTATCTAT TT T TATAAT TATT TTATARACTTATTTTTATTATTARTATATARATTTARTTAGT TATTAATTTTATAR
RTTATTTTTGAGARATTGGACTGTTRARARTHGGGGTRTCRARHATCTHACRGTRGCGTGCAGAGRTTTTTTGCTCTAATATRGTTTTCCTTTHAHT
GGETATGRAATTTTCTGCACGCTACTGT TAGAT TTGGGGGTCCT AATTTTACATTSTT T TTATATTATATTTTTTTT TCTTCAT TTTTTAGTAAGTG
TRTTTTTCATGTTAAATATTGAATTRTATAGATGTRATTTTAATTGATTRLlllLj111RATRLlllAGTTTAATAARAATTATﬁTTTATTTﬂATTT
ATTATTTTATAGTTTATTGT(rRNAl2S>\ AT TC
AT | | LH P |

ARLTARATTAR

3.Phaenicia eximia
>Phaenicia eximia Clone 1 (PeC1): 1353bp

<ERNAM S ATTTACCCTATCAAGETAATCCTTTIT

ARG TTCAT STAAHTISGETTTCTCATGT T TTT P TI T T T T T T TT T M TCTTTA
TACTARRATTTTTAAAAAAGRAATAE '“A1TATTATRHTTTRTTTACRTAATAAAATTTﬂGTRATTATCATTTTTATAAAAAAPTTTTTAT
ATGTAAATAATTAATTTTTGCATATATI TATATATATATTTATATATACTTATT CATATATTTATATATATATTAARATATGAATARACATAT
AAATRTRTAATAATTRATAAATTATTTATRTRATTﬁATATRﬂATRACTRTCCCRTACATTAATRRATTATTTTTTTTAATAAATCRATTTCARCRTA
ATAATTAGATAAATATTTATTAATARAGATTTAATTAGTGATATCCT TAATTGAATTTAANT TTTTTTTTGATCTAAAT TAATAGATATCTAT TART
mARTTRRRTRTTTATATATTRATAGATATCTAFTAATCTRTRTTGGTATATAGACTAAAATTCAGATTTTGCA”GCTTCAATATAAAATTF] WGE
CATAAATTTAGRAARTGTTTTATATTATAATATTTTTTA WAARTAGATCCCTTTTTAATTTATGAGTTTTTTTTAATATATT
CATGTATGTTTATGT TAAAARATTTATTTACTAATTTAATT AT/ ATTRARAGTAARTTATARATATTTTATTTAATARAT TTATTGTAAATAT
ATRAAAGTTATTRGGGGATHAGTRAAATTTTTTRTTGTATGRGTATTTACCAATTTATBATTATTTTRATAAATTAAGAAA%TAT”TRTTRRTRAAT
ARATAAATAATTACTARTTTTTAT TATTAATAARCTATAAT TARTTTATTTATTTATTTTTATTTAT TTAATAARATARAGAGTARATATTAATAGGSE
GTAATATTTTATTAATTTATTARATGAATATTTATATATGAGTART TACCAATTTTTGATTAT TAARATT TATGATTAATTATARTTGTATAARGRA
ARTTTTATTATTAGRARTTATTTAT TTRRATTRAATTRTUATTTTAATTTACTTATTTAATTTATTTﬂARARTTﬁATTTRTTHRRAATTCHGTTRAA
T;AAAATPTTFAAFTAGTCG<rRNAl°S>| Pl I'GT “?IIu

> Phaenicia exzmra Clone 2 (PeCZ) ( 1346bp)

<ERNAM*>ATTTAC

] I e AGTA<AHT>GETTTTCCATGETTTT MTTTTTTTTTCTTTATAC
TAAAATTTTTAAAAAAAAGT r ATTATTHTARTTTRTTTACATAATAARRTTTAGTAATTATAATGTTAAPGAAAAAPTFTTTHCHTC
TAAATAATTAATTTTTGT ATATATATAAATTTATATATATTTATTCATATATT T AT TARARATATGAATRAATATATA
AATATATAATAAFWAAFAAAFTATFTATHTAATTHATRTAAATAACTATCCCATACATTAATAAAT?A. IAATAAATCARTTTCARACATAA
TAATTAGATARATATTTATTAATAARGAT TCAAT TAGTGATATCCTTAAT TGRAAT T TARA T TTT T T T I GACTAAAT T AATAGATACTATTAATTAA
TTAAATATPIATHTATTRATRGATATCTATTRATCTATATTGGTATATAGACPAAAhPTCAGATTTiCCACGCTFCRATATAARATTTUs GECAT
AARTTTAGAARATGTTTTATATTATAATATTTTTT? ARRAARRAARAALATAGATCCTTTTTAATTTATGAGT TTTTTTTARTATATTCATGTAT
GTTTATGTTAARAARTTTATTTACTRATTTAATTT] IATATTAAAAGTAARTTATARATATTTTATTTAATARATTTATTGTAAATATATARRAG
TTBTTRGCGFATAACTAAAHTTTTTTATTGTATGAGTATTTACCAATTTATAATThTTTTRATAAATTRAGRAAATA TTATTAATAAATAALTAND
TAATTACTAATTTTTAT TAT TAATAACTATAATTAATTTATTTAT TTATT TTTAT T TAT T TART ARAAT ALAGAGTARATATTARTAGGGGTAATAT
TTTATTAATTTATTAAATGARTATT TATATATGAGTAAT TACCAATTTTTGAT TAT TARAATTTAT AATTAAT TATAATTGTATEAAGRAARTTTTA
TTATTAGAAATTATT”ATTTAﬂATTA&ATTATCRTTTTAATTTACTTRTTTAATTTATTTAAAAATTAATTTATTAAAAATTCAGTTRAR TAARAT
TTTTAATTACTTGT<:RNA12S ITT AT !
f! 4 - il B G

Figura 7. continua¢do As iniciais entre parénteses correspondem ao género, a espécie e ao clone
especifico. Os tamanhos relativos de cada sequéncia estao indicados em pares de base (pb).

44



4. Chrysomya megacephala
> Chrysomya megacephala Clone 1 (CmsgC 1) (1209 bp)

<ERNA™>ATTT CTATCAAGETAACCCTTTTCAT GCAATTCA STAAFT>AGATTCCCATGT TTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTTA
TTTTRTAGTAATTTTTTTGTGATTTATTRAATRAAATAACRTTATHAAQTCTARATAT PATAATTATAAATAGTARAATTAGTTTATAAATTGARAR
ARRATEAATTTAGATAATTAAAAAT TGCATATATATATATATATATAATTTATATATATTTATTCATATATTTATAATATATTAAATTATGAATATA
ATGTTATAAAATTARTAATTAATARAT TATTTATATARRAT TATAAATATARTTCACATACATTATTAARTTATTTTTTTARAACAATCARTTTCTA
CATAATAATTAGATAAATCATTAT TAATAAATATTTAATTAATGATATTCTTARCTGGATTTAAAT T TTTTT ACTCTAARTTAATAGATATAT
ATTAATTRAPFAARTATTTATATRTTAATAGATATCTATTRATTTQﬁTTTGGTRTATAGRCCAAHAATARATTTTTGCACGCTTCAATATBAAATT
Hhy STATATTTAANTGAATTATATATTATTTTTTATATATARRAT AANANANAE AARAAAARACTATGAARAATCAATTATAAATTAATARATT
ATACTAATTTTTGTTATTTTTATTATTTTTAATTTTTATGTTTTATTTTAT TTAATTTTTAATHAAIGTATAAR]ngiilh_.TLT%TTATTGTRG
GGGATAATATARTATGCATATARAATAATACATGGTATTTTATTTGTAACAGGAGTATTTACCAATTTATAAT TATTTAGAAATAGTTTAATTCTAT
lAAATATRATWRATRAT”HATGTAATATTATTACATGATTTA”CCTATCAAGGTRRCCCTTTTCHT”R”GCAATTCATTRRGAGTAAGATT”C“RTG
TTTRFTBHTTTTATTTATTTRTTRHAAATATATTAAAAATTTATFPTTATTATTRTTTTTAATTTTATTGT<rRNAl28) ST

VAATARATTATTTTTATTO

> Chrysomya megacephala Clone 2 (CrnegCZ) (1210 bp)

<ERNA™*>ATTTAC CARGGETRARACCCT T AGECAR \ ! ACBAHTSAGATTCCCATGT T I T TT T T TTTTTTTTTTTGTTTTA
TTTTRTRGTRATmTTTTTGTGBTTTATTRﬁRTAAAATAACATTATRRAATTThAATATTAA1RATTHTHAATAGTAAATTRGTTTATHAATTGRAEA
AARAATARATTTAGATAATTAARRAATTGE VTATATATATATAATTTATATATATTTATTCATATAT TTATAATATATTAAAT TATGAATATA
RTFTTATAAHATTAATBATTARTAAATTATTTRTATAARATTRTRAATATRATTCRCATACATTRTTAAATTRTTTTTTTARARCAGTCAATTTCTR
CATAATAATTAGATAAATCATTATTAAT AAATATTTAATTAATGATATTCT TAACTGGATTTAAAT T TTT T TTTACTCTARATTAATAGATATATA
TTAATT AATTARATATTTATATATTAATAGAPAqCTATTRATTTTATTTGGFATATAGACCRRRAATAAATTTTTGCACGCTTCRATﬁﬂAAAATT"
AGAGGTATATTTARATGAAT TATATATTATTTTTTTTATATATATARAT ARAAAR VAAARACTATGARARART CAATTATAAATTARTAAAT
TATACTAATTTTTGTTATTTTTAT TATT T T TAAT T TTTATGTTTTAT T TTAT T TAATTTTTAATAAATGTATARATATATATATATATATTATTGTA
CGGGATAATATAATATGCRTRTRARATAATACATGGTATTTTRTTTGTAACAGGAGTHTTTACCAATTTRTRRTTATTTAGHRATAGTTTﬁATTuTA
mTAARTATRATmRHTAATGRATGTAATATTATTRCBTGATTACCLTAP?RAGGTARC"CTTTTCATCRGGCRRTTCATTRRGAGTAAGATTTCCATG
TTTRCTAATTF1ATTTATTTATTATRRAPAPAPTAAAAATTTRTTTTTATTATTATTTTTAATTTTRT1&T(rRNAlZS>“ VA I'A

5. Dermatobia hominis
>Dermatobia. homins Clone 1 (DhCl): 1792bp

<ERNA™*>ATTTACCCTATCAR FARCCCTTTTTITCA ATTCA M <A+T>TTTTT T T T T T T AT T T T TATTGTTTTTTTTTAGTGRAA
ATTTAGQRATATTATRARTT&ATTAATTTATTTTTAATHHTTTTAATTAGTATTTTAATAAAAARAGATATAATTTTTTRATTAAAATTTATGCTTA
AAGTTRATTAARATGTARATART TAARGTTTGCATATATATATATATATATATTTATATATATTAATATACATTCATCTATATATATATTARATTAT
GTATATAAATTTATHTTTTCATTTAATAAATARRTRATTTATATATATATAAATTRTTTHTATCATTAAATCTTTARAGTAAAATATAAATATRTRA
CATTTAGGTGGAGARATAT AT ATAAATAATAAT TAATAAATAT T TARTTTARAAATAT TCTTAATTGATCCCCGARAT T T TTTTTTGAGTCTGGATTA
ATAGATAAATATTGATTAATTAAACATTTATATATTAATATTTATCTATTARTCCTTATTTGGTATATAGACCTARARAAART TTCTGTARCGGTCA
ATATAAATTTATGGTATAATTARAAAT TAATCTTTTTTTTGATTTTTTTATTTT TAARGGAAATCTAATTATCTATARATTTTCATARAARARRTAR
TTAAAT TATATAT .“EQATAATTHATTFTAGACGATTATAATTAAATTGATATCTTTTTTAARATTAAAHRAAAACATGAAAATTRTATTGAAAAAA
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ATAAATTATTGTTTGAllllLATG*Hbll111ATTAGTGATTTTAATTATTAATTTAAATATTTAAATATTAATATAATGRTRATA1AﬁATATTuAT
) VTATATETATATTTAATTGAATATTAGEGEGTATTTGATTATAT TAT?
k y erTRA‘TTAJLTATTTAATRATTATTATATTTAGGGGATATRATTTTAPTAATTTATTTTCATGTATATATATAT
HTFTAIATGTATGCATGTATATATAPTTATATTAATAAAATCGCTGGAFTATGTGAGGTAATACTRHTGEATATTATTRATATTI’] BT
ATCT&ATAATATTTATTTTAAARRTTTFTGTATTATATATAAATATCWAPAPATATTATTTTATTHAAFPA(rRNAlES) I'A I 3
i Lif A T TARTCE

Figura 7. continuacio.
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Figura 7. continuacao.

2.1. Anailise da Composicio Nucleotidica
A partir da analise das sequéncias primarias, foi possivel detectar a presenga de elementos

estruturais distribuidos na regido controle em todas as espécies estudadas. Neste trabalho, sio
denominados de elementos estruturais, trechos de sequéncia primaria caracterizados por séries
nucleotidicas como poli-Ts, poli-As, repeticdes [pirimidina-purinal, e trechos ricos em G+A.
Dentre os elementos conservados de éequéncia primaria observados, indicados em rosa (Figura 7),
pode-se ressaltar a ocorréncia de um longo trecho de poli-Ts localizado imediatamente apos a
extremidade 3' do gene tRNA". Mais adiante nas sequéncias, é possivel identificar um série de
repeticoes AT em "tandem" ainda na por¢do 5' da regido A+T. Observa-se também um trecho de
poli-As localizado na regido central destas sequéncias. Analisando-se especificamente as
sequéncias da regido controle de D. hominis, podem ser observados varios trechos contendo
séries de repeti¢oes dinucleotidicas [pirimidina-purina], (compostas por unidades TA, CA e TG)
frequentes na por¢ao proximal ao gene rRNA 12S. Confirmando sua denominagdo, esta regido
apresenta uma elevada composi¢do nucleotidica em favor de adeninas e timinas em todas as

espécies analisadas, conforme descrito na Tabela 5.
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Tabela S - Analise da Composicio Nucleotidica da Regido Controle de Replicacio.

Espécies/Clones A T C G % A+T Total (pb)
C. hominivorax - 1 41.9 49.1 3.6 54 91.0 1176
C. hominivorax - 2 41.9 489 3.5 5.7 90.8 1174
C. macellaria - 1 39.0 479 52 7.8 86.9 1223
C. macellaria - 2 38.8 479 52 8.1 86.7 1220
P. eximia - 1 42.6 47.6 4.0 58 90.2 1125
P. eximia - 2 42 8 47.5 3.8 5.8 90.3 1118
C. megacephala - 1 423 46.4 5.2 6.1 88.7 981
C. megacephala - 2 42.1 46.7 5.0 6.2 88.8 981
D. hominis - 1 423 48 4 3.0 6.3 90.7 1573
D. hominis - 2 41.6 48.0 3.0 6.3 89.6 1573

Estes valores estdo descritos em porcentagem, exceto o Total

2.2. Caracterizando a Variabilidade Genética da Regiio Controle

A andlise das sequéncias nucleotidicas da regido controle destas espécies através de
alinhamento, permite uma abordagem comparativa mais informativa para a caracterizagdo da
variabilidade genética. Desta maneira, é possivel observar a ocorréncia de substituigdes de bases
envolvendo eventos especificos de transigdo, transversio e, ainda, inser¢des e/ou delegGes
nucleotidicas. Estes dados foram também importantes para estimar a frequéncia destes eventos e
determinar a divergéncia nucleotidica entre as espécies.

Através do alinhamento das sequéncias completas da regido controle das espécies, C.
hominivorax, C. macellaria, P. eximia, C. megacephala e D. hominis, foi possivel caracterizar
dois dominios principais (Figura 8). Um primeiro dominio, denominado de A, localizado na regido
proximal ao gene do tRNA" onde estdo distribuidos os blocos de sequéncia conservados (quadro
em vermelho) e, um segundo dominio denominado de B (quadro em azul), onde predominam
eventos de inser¢do ou delecio mais amplos e elementos de sequéncia repetidos, sendo
caracterizado como o dominio variavel da regido A+T.

Os resultados apresentados na Tabela 6 permitem a identificacdo dos eventos evolutivos
caracteristicos para a regido controle e a estimativa da divergéncia de sequéncia entre as espécies €
entre os clones de uma mesma espécie, indicando uma predominancia de transversdes sobre

transigdes, onde as substituigdes do tipo A <> T sdo significativamente mais frequentes.
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Dominio A
53 75 16 90
hominiveoraxl ACAACTTTTTTTTTT TTTTTTTTIT--ATGT 87
hominivorax? GGATTTCCAT ACGATTTTTITITTT TITTTTTTTTTATGT 89
C. macellarial IAGACTTCCCAT GT---TTTTTTITTTT TTTTTTTTT——T—— 82
C. macellaria2 GACTTCCCAT G TTTTTTTET TITTTTETT~ 80
C. megacephalal AGRTTCCCAT G———-TTTTTITTTT TTTTTTITTG-TTTT B
. megacephala? G====TTTITTTTTIT TTTTTTTTIG-TTTT 54
P. eximial G—=-TTTTTTTTTT TTTTTTTTT B0
P. eximial A G ITTTTTT TTTTTTTTT-————— e
O'. hominisl 4 TTTTTTTTTTTTITT T——--TATTTTTATT GTTTTTTITTAGTGA a5
D. hominis? 'TTT TTTTTTTTTTTTYTT T-———TATTTTTATT GITTTTTTTTAGTIGA a5
ai 105 106 120 121 135 136 150 151 165 166 180
C. hominivoraxl ATATTT--—-ATACTA TTTTTT-ATAAAAAT ARAATATACTAATTA ATATTTTATTTTTAA TTTTAATAATTTAAA TTAGTAATAAATATT 173
C. hominivorax? ATATTT---ATACTA TTTTTT-ATAAARAT AAAATATACTAATTA ATATTTTATTTTTAA TITIAATAATTTAAA TTAGTAATARATATT 175
C. macellarial ATTTT-—-ATACTT ATTTTT-ATAAAAAT AAAATTAATTATTTT GTATTTTATATTTAA TTTTAATAATTTTAA ATAGTAAAAAAAATA 167
€. macellaria2 ATTTT----ATACTT ATTTTT-ATAAAAAT AMRAATTAATTATITT GUATTTTATTITTAA TTTTAATAATTTAAA ATAGTAAAAAAMATA 165
C. megacephalal ATTTTA---TAGTAA TTTTTT-TGTGATTT ATTAAATAARATAAC ATTATAAAATCTARA TATTAATAATTATAA ATAGTAAATTAGTITT 170
€. megacephala? ATTTTA---TAGTAA TTTTTT-TGTGATTT ATTAAATAAAATAAC ATTATAAAATTTAAR TATTAATAATTATAA ATAGTAAATTAGTTT 170
P, aximial —=TCTTT——ATACTA AAATTT-TTAAAAAA GAAATATTTTTTTTT ATTATT-ATAATTTA TTTACATAATAARAT TTAGTAATTATGATT 164
F. eximiaZ =TCTTT———ATACTA AAATTT-TTAAAAAA AAGTGTTTITTTTTT ATTATT-ATAATTTA TTTACATAATAAAAT TTAGTAATTATAATG 160
O, hominisl AATTTAGRAATATTA TAAATTGATTAATTT ATTTTTAATAATTTT AATTAGTATTTTAAT AAAAAAAGATATAAT TTTTTAATTAARATT 178
D. hominisZ AATTTAGAAATATTA TAAATTGATTAATTT ATTTTTAATAATTTT AATTAGTATTTTAAT AAAAAAAGATATAAT TTTTTAATTAAAATT 175
181 195 196 210211 225 226 240 241 255 256 270
C. hominivorax]l TAATATTTATTAAAA ATT--ATTTAGATAA TTAATTATTGCATAT ATATATATATATATA TA-ATTTATATATAT TATTATTCATATATT 260
©C. hominivorax? TAATATTTATTAAAR ATT--ATTTAGATAR TTAATTATTGCATAT ATATATATATATATA ---ATTTATATATAT TATTATTCATATATT 260
C. macellarial AGTTGTATTTTATTA TTTT-ATTTAGATAA TTAARATTTGCATAT ATATATATATATATA TA-ATTTATATATAT ——TTATTCATATATT 253
C. macellariaZ AGTTGTATTTTATTA TTTT-ATTTAGATAA TTAAAATTTGCATAT ATATATATATATATA ---ATTTATATATAT --TTATTCATATATT 249
C. megacephalal ATARATTGAAAAAAR ATAA-ATTTAGATAA TTAAARATTGCATAT ATATATATATATATA ———ATTTATATATAT ——TTATTCATATATT 254
C. megacephzala? ATARATTGAAAARAR ATAR-ATTTAGATAA TTAAAAATTGCATAT ATATATATATATATA ---ATTTATATATAT —--TTATTCATATATT 258
B, aximial TTTATAARABATTTT TTAT-ATGTAAATAA TTAATTTTTGCATAT ATATATATATATATA T-—ATITATATATAC ——TTATTCATATATT 249
P. eximiaZ TTAATGAAAAATTTT TTAC-ATGTAAATAA TTAATTTTTGCATAT ATATATATATATATA TAAATTTATATATAT —-TTATTCATATATT 247
D. hominisl TATGGTTAAAGTTAR TTARAATGTAAATAR TTARAGTTTGCATAT ATATATATATATATA —---TTTATATATAT TAATATACATTCATC 261
D. hominis2 TATGGTTAAAGTTAR TTAAAATGTAAATAA TTAAAGTTTGCATAT ATATATATATATATA ——--TTTATATATAT TAATATACATTCATC 261
271 285 286 ang 301 315 316 330 331 345 346 280
©. hominivoraxl TATATTTATATTAAA ATATGAATAAATTAA TACTTATTTAAT-AA TTAATAAATCATTTA TATAAA-ATTATAAA TARATTTATCTATCT 348
C. hominivorax? TATATTTATATTAAA ATATGAATAAATTAA TATTTATTTAAT-AA TTAATARATCATTTA TATAAA-ATTATAAA TARATTTATCTATCY 348
€. macellarial TCTATTTATATTAAA ATATGTACARAATAGA TATTAATTTAAT-AA TTAATAAATTATTTA TATAAT-ATTATAAA TAAMTGTATCTATCT 341
C. macellariaZ TCTATTTATATTAAA ATATGTTCARATAGA TATTAATTTAAT-AA TTAATARATTATTTA TATAAT-ATTATAAA TAAATGTATCTATCT 337
C. megacephalal TATAAT-ATATTAAR TTATGAATATAATGT TATAAARTTAAT-AA TTAATAARTTATTTA TATARA-ATTATAAA TATAATTCACATACA 341
C. megacephalaZ? TATAAT-ATATTAAR TTATGAATATAATGT TATAAAATTAAT-AA TTAATAAATTATTTA TATAAA-ATTATAMA TATAATTCACATACA a1
P. eximial TATATATATATTAAN ATATGAATAMATATA TAAATATATAAT-AA TTAATAAATTATTTA TATARTTARATATAAA TAACTATCCCATACH 338
P. eximiaZ TATATATATATTAAN ATATGAATAAATATA TAMATATATAAT-AA TTAATAAATTATTTA TATAATTAATATARA TAACTATCCCATACA 336
b, hominisl TATATATATATTAAM TTATGTATATARATT TATATTTTCATTTAA TAAATARATAATTTA TATATA-—TATAAAT TATTTATATCATTAA 319
D. hominis2 TATATATATATTARN TTATGTATATAAATT TATATTTTCATTTAA TAAATAAATAATTTA TATATA--TATAAAT TATTTATATCATTAA e
3al i75 376 390 391 405 406 420 421 435 438 450
©. hominivoraxl ATAAAGTTTAATGAT TTCATAATTGATITA ATTTCCACTATAAAT TTTATAGAAATAAAA ATAATTAAAGATTITA GTAACATGATATCCT £33
C. hominivorax? ATAARGTTTAATGAT TTCATAATTGATTTA ATTTCCACTATAAAT TTTATAGAAATAAAA ATAATTAAAGATITA GLAACATGATATCCT 438
C. macellarial ATAAAGTTTAATAAT TTCATAATTGATITA ACTTCCACTATAAAC ATTATATCTATAARA ATAGTTAAAGATTTA GTAACATGATATACT 831
C. macellaria? ATARAGTTTAATAAT TTCATAATTGATTTA ATTTOCACTATAAAC ATTATATCTATAAAA ATAGTTAARAGATTTA GTAACATGATATACT 427
C. megacephalal TTAT--TAAATTATT TTTTTAARACAATCA ATTTCTAC-ATAATA ATTAGATAAATCATT ATTAATAAATATTTA ATTA-ATGATATTCT 827
C. megacephalaZ TTAT--TAAARTTATT TTTTTAAAACAGTCA ATTTCTAC-ATRATA ATTAGATARATCATT ATTAATAAATATTTA ATTA-ATGATATTCT 427
B, eximial TTAA--TAAATTATT TTTTTTAATAAATCA ATTTCAAC-ATAATA ATTAGATAAATATTT ATTAATAAAGATTTA ATTA-GTGATATCCT 424
P. eximia2 TTAA-=-TAAATTATT TTTTTTAATAAATCA ATTTCAAC-ATAATA ATTAGATAAATATTT ATTAATAAAGATTCA ATTA-GTGATATCCT 422
D. hominisl ATCTT-TAAAGTARA ATATAAATATATAAC ATTTAGGTGGAGAAA TATATATAAATAATA ATTAATAAATATTTA ATTT-AAAATATTCT 437
D. hominis? APCTT-TAARGTAAR ATATAAATATATAAC ATTTAGGTGGAGARA TATATATARATAATA ATTAATARAATATTTA ATTT-ARAATATTCT 437
451 165 466 4180 481 455 456 516 511 525 526 540
. hominivorax]l TAACTGGATTTGAAA TTTTTTTTTT--ATC TAAATTAATAGATAA ATATTGATTAATTAA ATATTTATATATTAA TATATACCTATTAAT 526
C. hominivorax? TAACTGGATTGAAA TTTTTTTTTT--ATC TARATCAATAGATAA GTATTGATTAATTAA ATATTTATATATTAZ TATATATCTATTAAT 526
C. macellarial TAACTGAATTTGAAR TTTTTTTTITT--ATC TARATTAATAGATAT ATATTAATTAATTAA ATATTTATATATTAA TAAATATCTATTAAT 519
C. macellaria? TAACTGAATTTGAAA TTTITTTTT---ATC TARATTAATAGATAT ATATTAATTAATTAA ATATTTATATATTAA TGAATATCTATTAAT 514
C. megacephalal TAACTGGATTT-AAA TTTTTTTTTTTACTC TAAATTAATAGATAT ATATTAATTAATTAA ATATTTATATATTAA TAGATATCTATTAAT 516
C. megacephala? TAACTGGATTT-AAA TITTTTTTTT-ACTC TAAATTAATAGATAT ATATTAATTAATTAA ATATTTATATATTAA TAGATATCTATTAAT 515
P. eximial TAATTGAATTT-AAA TTTTTTTTTG-=-ATC TAAATTAATAGATAT CTATTAATTAATTAA ATATTTATATATTAA TAGATATCTATTAAT 511
P. eximia2 TARTTGAATTT=-AAR TTTTTTTTTG—-AC TAAATTAATAGATA- CTATTAATTAATTAA ATATTTATATATTARA TAGATATCTATTAAT 507
D. hominisl TAATTGATCCCCGARA ATTTTTITITGAGTC TGGATTAATAGATAA ATATTGATTAATTAA ACATTTATATATTAA TATTTATCTATTAAT 527
D. hominisZ TAATTGATCCCCGAR ATTTTTTTTTGAGTC TGGATTAATAGATAA ATATTGATTAATTAA ACATTTATATATTAA TATTTATCTATTAAT 527
541 555 556 570 571 585 5de 800 601 6la 616 630
C. hominivoraxl -CCTATTGG-TATAT AGACCAARAATAAAT TTTTG-CACG CET Sa8
C. haminiveorax? -CCTATTGG-TATAT AGACCAAAARTAAAT TTTTG-CACG CTT 566
C. macellarial TCTTATTGG-TATAT GGACCAARAATAAAT TTTTG-CACG i i 560
C. macallaria2 TCTTATTGGGTATAT GGACCAARARTAAAT TTTTG-CACG CET 556
C. megacephalal TTTATTTGG-TATAT AGACCAAAAATAAAT TTTTG-CACG CET =57
C. megacephalal TTTATTTGG-TATAT AGACCAARAATAAAT TTTTG-CACG CIT 556
B. eximial CTATATTGG-TATAT AGACTAAAATTUAGA TTTTG-CACG = CTY 552
F. eximiaZ CTATATTGG-TATAT AGACTAAAATTCAGA TTTTG-CACG CTT 548
D. heminisl CCTTATTTGGTATAT AGACCTAAAAAAAAT TTCTGTAACGGTCAA TATAAATTTATGGTA TAATTAAAAATTAAT CTTTTTTTTGATTTT 617
D. hominis2 COCTTATTTGGTATAT AGACCTAAAARAAAT TTCTGTAACGGTCAA TATAAATTTATGGTA TARTTAARAATTAAT CTTTTTTTTGATTTT 617

FIGURA 8 - Alinhamento 1 - Alinhamento das sequéncias completas da regido controle para cada espécie
e identificacao dos dominios principais, A (vermelho) e B (azul). As sequéncias assinalads diferencialmente
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Dominic B
531 645 646 660 661 675 676 690 691 705 706 720
C. hominivoraxl AATATAA AAATGG-——~====== —————————————— — —— AGAGGTATAT 590
€. hominivorax2 BATATAA AAATGG-~=—————= ————————————— o AGAGGTATAT 550
€. macellarial AATATAA AAATGG-~-—————= ————————————=m= ————— AGAGGTATAT 584
C. macellaria2 ARTATAA AAATGG———-————— ————————————m== ————— AGAGGTATAT 580
C. megacephalal AATATAA AATTGG —AGAGGTATAT 581
C. megacephala2 AATATAA AATTGG —AGAGGTATAT 580
P. eximial CAATATAA AATTTG —AGAGGCATAA 576
P. eximiaZ2 AATATAA AATTTG--——--——= ——————————— . ————— AGAGGCATAA 572
D. hominisl TTTATTTTTAAAGGA AATCTAATTATCTAT AAATTTTCATAAAAA AAATAATTAAATTAT ATATATAAATAATTA ATTTTAGACGATTAT 1707
D. hominis2 TTTATTTTTAAAGGA AATCTAATTATCTAT AAATTTTCATAAAAA AAATAATTAAATTAT ATATATAAATAATTA ATTTTAGACGATTAT 707
721 735 736 750 751 766 780 781 795 796 810
C. hominivoraxl TATATATTTAATTTA ATTTATTATATAATC AATAATTTAATTATA TAAAAAAAAAAAA—— 668
C. hominivorax?2 TATATATTTAATTTA ATTTATTATATAATC AATAATTTAATTATA TAAAAAAAAAAAAGA 670
C. macellarial TATATATTTAATTTA ATTCATTATATAAGT AATTATTTACTTATT AATAATAATTACATT 665
C. macellaria2 TATATATTTAATTTA ATTCATTATATAAGC AATTATTTACTTATT AATAATAATTACATT 661
C. megacephalal TATATATTATTTTTT -~ATATAT----AAA ATAAAAAAAAAAAAA AAAAAACTATGAAAA ATCAATTATAAAT-- 658
C. megacephala2 TATATATTATTTTTT TTATATAT----ATA AATAAAAAAAAAAAA AAAAAACTATGAAAA ATCAATTATAAAT-- 652
P. eximial ATTTAGAAAATGTTT TATATTATAATATTT TTTAAAA-——-—- AAA AAGAAAAAAAAAATA GATCCCTTTTTAATT TATGAGTTITITTT- 660
P. eximiaZ2 ATTTAGAAAATGTTT TATATTATAATATTT TTTAAAA--—————-—-— AAMAAAAAAARAATA GATCCTTTTTAATTT ATGAGTTTTTITT-- 652
D. hominisl AATT--AAATTGATA TCTTTTTTAAAATTA AAAAAAAACATGAAA ATTATATTGAAAAAA ACAAAATTTTTAATT ATTGATAAATTTTCA 795
D. hominis2 AATT--AAATTGATA TCTTTTTTAAAATTA AAAAAAAACATGAAA ATTATATTGAAAAAA ACAAAATTTTTAATT ATTGATAAATTTTCA 795
811 825 826 840 841 855 856 870 885 886
C. hominivoraxl ------ AABMAAAAAA A TTTATAAAT 701
C. hominivorax2 -AAGAGAAAAAAAAA A TTTATAARAT 708
C. macellarial -AAAAAAAAAAAAAA AAAAACTAG —TTGAGTTAAAAAAT 719
Z. macellaria? NAAAAAAAAAAAAAA AAAAACTAG —TTGAGTTAAAAAAT 716
C. megacephalal T A ATAAAT 678
€. megacephala2 T A ATAAAT 679
P. eximial = ------ AATATATTC ATG TATGTTTAT 695
P. eximiaz = ---——- AATATATTC ATG TATGTTTAT 687
D. hominisl TTTAAAAAAAAAAAA ARAAAAAATGAATTT TATATTGAAGAATTT TGAAATTTTAAAAAT TTTAAAAATTTTTAA AAATTTTGTAAAATT 885
D. hominis2 TTTAAAAAAARAAAAA ARAARAAAATGAATTT TATATTGAAGAATTT TGAAATTTTAAAAAT TTTAAAAATTTTTAA AAATTTTGTAAAATT 885
901 915 916 930 931 945 946 960 961 975 976 990
C. hominivoraxl TTACTATTTT--—-A TATTATTAGCTAATT AAATATATTATA TTATTTATATATTTA ATTATTTATTTTATT 715
C. hominivorax2 TTACTATTTT----A TATTATTAGCTAATT AAATATATTATA TTATTTATATATTTA ATTATTTATTTTACT 782
C. macellarial TTACTATTTT----A AATTATTAATAAATT AATTATATTAT---- ————————- TAATTA AAATTTATAAATTTA TTTTTTTTAATTAGT 792
C. macellaria? TTACTATTTT----A AATTATTAATAAATT AATTATATTAT--—— ————————- TAATTA AAATTTATAAATTTA TTTTTTTTAATTAGT 789
C. megacephalal TGTTATTTTT--—-A TTATTTTTAATTTTT ATGTTTTATTTT--~ ————————— ATTTAA TTTTTAATAAATGTA TAAATATATATATAT 752
C. megacephala? TGTTATTTTT--—-A TTATTTTTAATTTTT ATGTTTTATTTT--— ————————- ATTTAA TTTTTAATAAATGTA TAAATATATATATAT 753
P. eximial A ATTTATATATATTAA AAGTAAATTATA--- ————————— AATATT TTATTTAATAAATTT ATTGTAAATATATAA 769
P. eximiaZ2 TTACTAATTT-—--A ATTTATATATATTAA AAGTAAATTATA--= ————————— AATATT TTATTTAATAAATTT ATTGTAAATATATAA 761
D. hominisl TTGCAAAATTTTTGA TTTTTTTTTCATTAA AATTTTATCTTTTTT AAGAAAATGAAAAAA TTGTTCATATATATA TATATATTTATAAAT 975
D.hominia2 TTGCAAAATTTTTGA TTTTTTTTTCATTAA AATTTTATCTTTTTT AAGAAAATGAAAAAA TTGTTCATATATATA TATATATTTATAAAT 975
391 1005 1006 1020 1021 1035 1036 1050 1051 1065 1066 1080
C. hominivoraxl AAATAAATATAGGGG TTTATTTA-TTATAA TATAAATTTAATGTA -TTAATTTTCATTG- GAATTTATT-==m-m ————— AATTTTCATT 851
C. hominivorax2 AARATAAATATAGGGG TTTATTTA-TTATAA TATAAATTTAATGTA -TTAATTTTCATTG- GAATTTATT-————-— ~-AATTTTCATT 858
C. macellarial AAATAAATAAGGGGG TTTATTTA-TTATAA TATAAAAGTAATGTA -TAATTTTACATTG- ATTTTTATTGTTACA GGAGTAGTTACCAAT 879
C. macellaria? AAATAAATAAGGGGG TTTATTTA-TTATAA TATAAAAGTAATGTA -TAATTTTACATTG- ATTTTTATTGTTACA GGAGTAGTTACCAAT 876
C. megacephalal ATATTATTGTAGGGG —=-~ATAA TATAATATGCATATA -AAATAATACATGG- TATTTTATT 808
C. megacephala? ATATTATTGTAGGGG ~ATAA TATAATATGCATATA ~AAATAATACATGG- TATTTTATT 809
P. eximial AAGTTATTAG-GGGA TAACTAAA~ATTTTT TATTGTATGAGTATT ~TACCAATTTATAAT TATTTTAAT-————- ——w- ARATTAAGAAA 846
P. eximia2 AAGTTATTAG~GGGA TAACTAAA~ATTTTT TATTGTATGAGTATT ~TACCAATTTATAAT TATTTTAAT-———-- ———— AAATTAAGAAA 838
D. hominisl ATTTTAATATATATA TAAATCAATATATAT TTATATATGTATATA CATATATTACTTAAA TTTATTATTATAATT TATTTTATATTAAAT 1065
D. hominis2 ATTTTAATATATATA TAAATCAATATATAT TTATATATGTATATA CATATATTACTTAAA TTTATTATTATAATT TATTTTATATTAAAT 1065
1081 109% 1096 1110 1111 1125 1126 1140 1141 1155 1156 1170
C. hominivoraxl TTTATTATTATGGGA GG---TATTACCAAA TTTTAATTATTTATT TAAT--TTTTACATT AAAAATTAATTTTT- 924
C. hominivorax2 TCTATTATTATGGGA GG---TATTACCAAA TTTTAATTATTTATT TAAT--TTTTACATT AAAAATTAATTTTT- 931
<. macellarial TCTATTTTTATAATT ATTT-TATAAACTTA TTTTTATTATTAATA TATA--AATTTAATT AGTTATTAATTTTAT 960
C. macellaria2 TCTATTTTTATAATT ATTT-TATAAACTTA TTTTTATTATTAATA TATA--AATTTAATT AGTTATTAATTTTAT 957
C. megacephalal —-—=———————————mc ————o TGTAACAGGA GT---ATTTACCAAT TTATAATTATTTAGA AATA--GTTTAATTC TATTAAATATAATT- 872
C. megacephala? —-—-——————--——— ——=ux TGTAACAGGA GT~---ATTTACCAAT TTATAATTATTTAGA AATA--GTTTAATTC TATTAAATATAATT- 873
P. eximial TTTATTAATAAATAA ATAAATAATTACTAA TTTTTATTATTAATA ACTAT-AATTAATTT ATTTATTTATTTTT- 922
P. eximia2 TTTATTAATAAATAA ATAAATAATTACTAA TTTTTATTATTAATA ACTAT-AATTAATTT ATTTATTTATTTTT- 914
D. hominisl TTAAAAAGTATTATT TAAATTATTATTAAT TTATTTATATTTTAT TTTATATTAATTATA AATAAATTATAAAAT TATTATTAAAATTAT 1155
D. hominis2 TTAAAAAGTATTATT TAAATTATTATTAAT TTATTTATATTTTAT TTTATATTAATTATA AATAAATTATAAAAT TATTATTAAAATTAT 1155
1171 1185 1186 1200 1201 1215 1216 1230 1231 1245 1246 1260
C. hominivoraxl --ATTATT-TAAATA TTATAATAATGATAA AT-TATATGTTTTAT AATTATA~-—————— ————————— ATTAAA TTATTAATTTTAATT 993
C. hominivorax2 --MTTATT-TAAATA TTATAATAATGATAA AT-TATATATTTTAT AATTATA-—————-— ————————— ATTAAA TTATTAATTTTAATT 1000
C. macellarial AAATTATT-TTTGAG AAATTGGACTGTTAA ARATAGGGGTATCAA AAATCTA~——————— ————————— ACAGTA GCGTGCAGAGATTTT 1032
C. macellaria2 AAATTGGACTGTTAA AAATAGGGGTATCAA AAATCTA-————--— ————————— ACAGTA GCGTGCAGAGATTTT 1029
C. megacephalal AATAATGAATGTAAT AT- —TATTACAT r 902
C. megacephala2 ~—-- AATAATGAATGTAAT AT----—- TATTACAT 902
FP. eximial ——ATTTAT-TTAATA AAATAAAGAGTAAAT ATTAATAGGGGTAAT TTATTAAATG-AATA 989
P. eximiaZ2 ——ATTTAT-TTAATA AAATAAAGAGTAAAT ATTAATAGGGGTAAT TTATTAAATG-AATA 981
. hominisl ARATTATTGTTTGAT TTTTATGTAGTTTTT ATTAGTGATTTTAAT TATTAATTTAAATAT TTAAATATTAATATA ATGATAATATAARATA 1245
D. hominis2 AAATTATTGTTTGAT TTTTATGTAGTTTTT ATTAGTGATTTTAAT TATTAATTTAAATAT TTAAATATTAATATA ATGATAATATAAATA 1245

Figura 8. (continuagdo) correspondem aos genes adjacentes a regido controle, tRNA™ e rRNA 128, e ndo
fazem parte dos dominios especificos, estando eventualmente incluidas para facilitar a diagramagio da
figura. As sequéncias caracteristicas do dominio A ocorrem nos primeiros 580 nucleotideos da por¢do 5° da
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Dominic B (continuagio)

1261 1275 1276 1290 1291 1305 1308 1320 1321 1335
C. hominivorasl ATGITATAA-AGAAT TTAATATTTAATAAT TATG-ATTTT====- TETGTAT- 1038
C. hominivorazZ ATGTTATAA-AGAAT TTAATATTTAATAAT TATG-ATTTT TGTKTAT- 1045
C. macellarial TPGCTCTAATATAGT TTTCOTTTAAATSGG TATGAAATTT-———— TCTGCACE 1081
C. macellaria2 TTGCTCTAATATAGT TTTCCTTTAAATGGG TATGAAATTT TCIGCACG 1078
C. megacephalal --ACCCTATCAAGGT AACCCTTTTCA-—-— TCAG GCAA~ 934
C. megacephala? --ACCCTATCAAGGT AACCCTTTTCA~----— TCAG GCAA— 034
P. eximial TTTATATATGAGTAA TTACCAATTTTTGAT TATTARAATT TATGATTA A-———m———m—ee 1038
P. eximiaZ TTTATATATGAGTAA TTACCAATTTTTGAT TATTAARATT-———— TATAATTA A—————— e e e 1030
D. hominisl TTGATATGATTATAT ATATATATATATATA TATGIATATTTAATT GAATATTAGGLGTAT TTGATTATATACATA TGTATATATATATAT 1335
0. heminis2 TTGATATGATTATAT ATATATATATATATA TATGTATATTTRATT GRATATTAGGGGTAT TTGATTATATACATA TGTATATATATATAT 1335

135, 1365 1366 1380 1381 13585 1396 1410 1411 1425 1426 1440
C. hominivoraxl TATATTTAGATTTTA AG-=-——-—-————— ————TTTAATTTATA TTATTACTATTATTA TTATATT-—————G GATTTTATTTAATT- 1103
C. hominivorax? TATATTTAGATTTTA AG—————————=——= ——ax TTTAATTTATA TTATTATTAT===—— == -ATACT-=—————G GATTTTATTTARTT- 1103
C. macellarial TACTGTTAGATTIGG —TCCTAATTTTACA TTIGTTTTTAT: —~A TTATATT T TTTTTTCTTCATTTT 1148
. macellaria? TACTGTTAGATTTGG ==TCCTAATTTTACA TEGTTTTTAT=---A TTATATT-————T TITTTTTCTTCATTITT 1143
C. megacephalal TTCATTAAGAGTAAG ATTCCCA TGTTTACTAA ~TTTTATTTATTT— 978
C. megacephala? TTCATTAMGAGTAAG ATTTCCA TGTTTACTAA =TT TTATTTATTT—— 974
E. eximial TTATAATTGTATAAA -G AAARATTTTA TTATTAGAAA T TATTTATTTAAATT- 1088
P. eximiaZ TTATAATTGTATAAR -G AABATTTTA TTATTAGAAM T TATTTATTTAAATT- 10E0
D. ‘hominisl ATATATATGTGTGTG TGTGTGTATATATAT ATATATTAATTTATT TATTTAATAATTATT ATATTTAGGGGATAT AATTTTATTAATTTA 1425
D. hominis2 ATATATATGTGTGTG TGTGTGTATATATAT ATATATTAATTTATT TATTTAATAATTATT ATATTTAGGGGATAT AATTTTATTAATTTA 1825

1441 1455 1456 1470 1471 1485 1488 1500 1501 1515 1516 1530
C. hominivorax] ==e-- AATTGAATTT TTGAT--AARAT--- TAARAR 1129
C. hominivorax? —-———-AATTGAATTT TTGAT--AAAAT-—— TAARME 1129
C. macellarial TTAGTAAGTGTATTT TTCATGTTAAAT--- ATTGAA 1179
C. macellaria2 TTAGTAAGTGTATIT TTCATGTTAAAT-—— ATTGAR 1178
C. megacephalal 978
C. megacephalaZ? o978
P. eximial ARAT-—— TATG— 1096
P. eximia2 ARAT——— TATG—— lo88s
D. hominisl TTTTCATGTATATAT ATATATGTATATGTA TGCATGTATATATAT TTATATTAATAARAT CGCTGGATTATGTGA GGTAATACTAATGTA 151%
D. hominis2 TTTTCATGTATATAT ATATATGTATATGTA TGCATGTATATATAT TTATATTAATAAAAT CGOTCGATTATGTGA GGTAATACTAATGTA 1515

1531 1545 1546 1560 1561 1575 1576 1590 1591 1605 1e0& 1620
€. hominivorazl TTTTAAAAATATTTA TTTAATTAATTA-CC TTTTTTTAATATITT AATAAAGTATANATT TTAATTATTTAAATA -TATTATTTTATAAT 1217
C. hominivoraxZ TTTTAARAATATTTA TTTAATTAATTA-CT TTTTTTTAATATTTT AATARAGTATAAATT TTAATTATTTAAATA —TATTATTTTATART 1217
C. macellarial TTATATAGATGTAAT TITAATTGATTA-CT TTTTTT-AATATITT AATTTAATAAAAATT ATATTTATTT-AATT -TATTATTTTATAGT 1265
C. macellaria? TTATATAGATGTAAT TTTAATTGATTA-CT TTTTTTTAATATTTT AGTTTAATAAAAATT ATATTTATTT-AATT —TATTATTTTATAGT 1263
. megacephalal ATTAT AAATATATTAAAAAT TTATTTTTAT =TATTATTTTTAATT lozz
C. megacephalaZ ATTAT AAATATATTAAAAAT TTATTTTTAT- ~TATTATTTTTAATT 1022
P, eximial = ==-—ATTTTAA TTTACTTATTTA-AT TTATTT---AARBAT TAATTTATTARAAAT TCAGTTAART-———— —TAAAATTTT=TRAT 11a7
P. eximia2 =: ———ATTTTAA TTTACTTATTTA-AT TTATTT---ARAAAT TAATTTATTAAMAAT TCAGTTAAAT=—=== —TARAATTTT-TAAT 1159
D. hominisl TATTATTAATATTTA TATATATATTTATCT AATAATATTTATTTT AAAAATTTTTGTATT ATATATAAATATCTA TATATATTATTTTAT 1605
D. hominis? TATTATTAATATTTA TATATATATTTATCT AATAATATTTATTTIT ARAAATTTTTGTATT ATATATAAATATCTA TATATATTATTTTAT 1605

= __ rRNpI2S e ——-—
1a65

C. hominiveraz] 1308
C. hominivora=z? 1307
C. macellarial 1355
C. macellariaZ 1352
C. megacephalal 1112
€. megacephalaZ 1112
P. eximial 1257
P. eximia2 1249
D. hominisl 1695
D. hominis2 1695

1711
C. heminivoraxl 1396
. hominivorax2 1397
C. macellarial 1445
C. macellariaZ T 1443
C. magacephalal 1202
C. megacephala? 1202
P. eximial 1347
P. eximiaZ 1339
D. hominisl 1785
0. hominis2 LT 1785

1801 LEOT
C. hominiwvoraxl 1402
C. hominivorax?2 1403
C. macellarial 1452
C. macellarial 1450
C. megacephalal 1208
C. megacephalaZ 1208
P, eximial 1351
P. eximia2 1345
D. hominisl 17582
D. hominis2 1792

_TRNA12S

Figura 8. (continuaqéici) regi%io controle.
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Tabela 6 - Regido Controle: Estimativas de Substitui¢des Nucleotidicas e Divergéncia Nucleotidica
Entre as Espécies. Os eventos de transversdes do tipo A <> T estio assinalados em negrito.

Espécies/Clones ns/nv  Transi¢des Transversdes nstnv Total ns+nv/Total

AG TC AT AC TG CG

ChC1 X ChC2 * 3 9 0 0 0 0 12 1165 0.010
ChC1 X CmC1 0.417 40 30 128 14 24 2 238 1160 0.205
ChC1 X CmC2 0.313 42 27 127 14 24 2 236 1156 0.204
ChCl X CmegC1 0.209 25 26 205 16 22 1 295 973 0.303
ChCl X CmegC2 0.196 24 24 204 16 24 1 293 974 0.300
ChC1 X PeCl 0.199 38 21 247 22 24 3 355 1103 0.322
ChC1 X PeC2 0.178 37 17 253 22 26 2 357 1096 0.326
ChC1 X DhC1 0.190 44 26 315 14 36 3 438 1166 0.376
ChC1 X DhC2 0.190 44 26 315 14 36 3 438 1166 0.376
ChC2 X CmC1 0.412 44 26 129 14 24 3 240 1160 0.207
ChC2 X CmC2 0.408 46 23 128 14 24 3 238 1158 0.206
ChC2 X CmegCl1 0.205 25 25 204 17 22 1 294 974 0.302
ChC2 X CmegC2 0.192 24 23 203 17 24 1 292 975 0.299
ChC2 X PeCl 0.199 39 20 247 21 26 3 356 1101 0.323
ChC2 X PeC2 0.175 37 16 253 21 27 2 356 1092 0.326
ChC2 X Dh(Cl1 0.190 46 24 312 15 37 4 438 1166 0.376
ChC2 X DhC2 0.190 46 24 312 15 37 4 438 1166 0.376
CmC1 X CmC2 1.333 2 2 3 0 0 0 7 1218 0.006
CmC1 X CmegCl1 0.193 27 22 211 17 25 1 303 973 0.311
CmC1 X CmegC2 0.180 27 19 211 17 27 1 302 974 0.310
CmC1 X PeCl 0.252 47 30 243 30 31 1 382 1114 0.343
CmC1 X PeC2 0.246 48 28 246 30 32 1 385 1106 0.348
CmC1 X DhCl1 0.232 56 35 314 31 45 3 434 1216 0.398
CmC1 X DhC2 0.232 56 35 314 31 45 3 434 1216 0.398
CmC2 X CmegCl1 0.197 29 21 211 18 24 1 304 971 0.313
CmC2 X CmegC2 0.184 29 18 211 18 26 1 303 972 0.312
CmC2 X PeCl 0.256 49 29 243 31 30 1 383 1112 0.344
CmC2 X PeC2 0.249 50 27 246 31 31 1 386 1103 0.350
CmC2 X DhC1 0.235 58 34 313 32 44 3 484 1216 0.398
CmC2 X DhC2 0.235 58 34 313 32 44 3 484 1216 0.398
CmegC1l X CmegC2 1.000 1 2 3 0 0 0 6 979 0.006
CmegC1 X PeCl 0.227 34 24 204 26 23 2 313 969 0.323
CmegC1 X PeC2 0.228 36 22 203 24 24 3 312 961 0.325
CmegCl X DhC1 0.260 40 33 228 22 29 2 354 978 0.362
CmegC1 X DhC2 0.260 40 33 228 22 29 2 354 978 0.362
CmegC2 X PeCl 0.223 34 23 205 25 24 2 313 970 0.323
CmegC2 X PeC2 0.228 37 21 204 23 24 3 312 962 0.324
CmegC2 X DhC1 0.252 40 31 229 22 29 2 353 978 0.360
CmegC2 X DhC2 0.252 40 31 229 22 29 3 353 978 0.360
PeC1 X PeC2 1.333 8 8 8 0 4 0 28 1116 0.025
PeC1 X DhCl 0.212 45 30 296 25 32 1 429 1119 0.383
PeC1 X DhC2 0.212 45 30 296 25 32 1 429 1119 0.383
PeC2 X Dh(Cl1 0.201 43 28 294 24 35 1 425 1110 0.382
PeC2 X DhC2 0.201 43 28 294 24 35 1 425 1110 0.382
DhC1 X DhC2 * 0 0 0 0 0 0 0 1573 *

ns = n° de transi¢des, nv = n° de transversdes. .ns+nv/Total: divergéncia nucleotidica entre pares de sequéncia
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2.2.1. Investigando o Dominio A da Regiio Controle

O alinhamento das sequéncias parciais do dominio A da regido controle (proximo ao tRNA™)
para todos os clones estudados permitiu a identificagio de 7 blocos de sequéncia conservados,
caracterizando sub-dominios especificos, distribuidos de maneira heterogénea pela regido A+T destas
espécies de dipteros causadores de miiases (Figura 9). Estes sub-dominios conservados foram
denominados de CSBs (conserved sequence blocks) de acordo com a nomenclatura adotada a partir da
analise comparativa entre sequéncias provenientes da regido controle de mamiferos, onde primeiramente
foram observados 3 blocos de sequéncia conservada (Walberg & Clayton, 1981). Os CSBs descritos
neste trabalho (CSBs I — VII) foram identificados primariamente a partir das analises comparativas
entre as sequéncias da regido controle das cinco espécies estudadas, independentemente dos CSBs
propostos para vertebrados. Estes sub-dominios apresentam padrdes de conservagio consistentes para a
regido ndo-codificadora da molécula de DNAmt nestas espécies. Os elementos estruturais de sequéncia
citados anteriormente se mostram intimamente associados a estas regides conservadas. A indica¢io do
sitio conservado foi baseada na presenga do nucleotideo consenso em pelo menos um clone de cada
espécie.

Os critérios utilizados para a identificagdo dos sub-dominios conservados ou CSBs no dominio
A da regido controle foram baseados em caracteristicas proprias das sequéncias envolvidas, na
distribuic@o dos sitios conservados e na presenga de elementos estruturais associados (Zhang et al.,
1995). O CSB I consiste de uma série de poli-Ts, localizado muito proximo ao tRNA™, e identificado
nesta posi¢do também em espécies de Drosophila (Clary & Wolstenholme, 1987, Monforte ef al., 1993
e Lewis ez al., 1994). O CSB 1II se caracteriza pela sequéncia [ATAATTAA] conservada e pela sua
posi¢do anterior ao CSB III. Este por sua vez, inclui um longo trecho de repeti¢des em “tandem”
[TA(A)].. sendo identificados ainda, nas posi¢des nucleotidicas 224 e 251, sitios C e G conservados,
respectivamente. O CSB IV se caracteriza por um alto conteido de A+T e por incluir repetigoes
[TAA].. Novamente um trecho de poli-Ts pode ser identificado no final do CSB V, que inclui ainda
sitios conservados C e G nas posigdes nucleotidicas 413 e 420, respectivamente. Juntamente com o
CSB 111, o CSB VI se apresenta como um longo trecho de sequéncia conservada contendo sitios
consenso G nas posigdes nucleotidicas 456, 514, 115 e 522, e sitios consenso C nas posigdes 498, 525
e 525 (apenas em P. eximia esta ultima posi¢do apresenta uma timina). O CSB VII é bem proximo ao

CBS VI, e também contém 2 sitios C e 2 sitios G distribuidos respectivamente nas posi¢des
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nucleotidicas 544, 549 e 540, 545, além de um trecho caracterizado pela sequéncia consenso

[CAATATAAA] seguido de um trecho rico em G+A.
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CSB 1

1 1% 16 30 81 45 16 60 61 75 76 i)
megacephalal AGAT TCCCAT--GTY TTTTTTTTTTTTTTT JTGTTT-—-TAT-TT TATAGTAATTT-——- =TTTTGTGA-TTTAT TAAATAAAAT-—AA 75
megacephala? AGATTCCCAT——GTT TTTTTITTTTITTIT {TGTTT---TAT-TT TATAGTAATTT---- -TTTIGTGA-TTTAT TAAATARAAT-—-AA 5
eximial GETTTCTCAT-~GTY TTTITTTTTTTTTTT JTTCTT——-TAT-AC TAA—-AATTT——— -TTARARAA-GAAAT ATTTTITEITT-—— T2
eximiaZ GGTTTTCCAT-—GTY TTTITTTITTTITIT $+-—CTT-—TAT-AC TAA—-AATTT---- =-TTAAAAAR-AAGTG TTTTTTTTTT 6%
hominivorax2 GGATTTCCATACGAT TTTTTTTITTTTTTT TTTTTTATGTATATT TATACTATTIT-—— -TTATAAAAATAAAA TATACTAATT-——ARA 82
hominivorax! GGATTTCCATACAARE TTTTTITTTTTTTTT TTTTAT--GTATATT TATACTATTTT---- -TTATAAAAATAARA TATACTAATT-——AA 80
C. macelarial GACTTCCCAT--GTY TTTTTTTTTTITTTIT +——TTT—-TAT-TT TATACTTATTT-—— -TTATAAAAATAAAA TTAATTATTT-—--TG T3
C. macelariaZ GACTTCCCAT--GTY TTTTTTTTITTTTTIT $———-T=-=-=-TAT-TT TATACTTATIT-—— -TTATAMAAATAARA TTAATTATTT—TG s
D. hominsl ~—=TTTTTTT--TTY TTTITTTTTATTTTT TAGTGAAATTTAGAA ATATTATAAATTGAT TAATTTATTTTTAAT 82
D. heminis2 ——=TTTTTTT—=TT} TTTTTITTTATTTTT TAGTGARATTTAGAA ATATTATARATTGAT TAATTTATTTTTAAT 82
basbdbisd badss
CSBIT
Lt 105 1086 120 121 135 136 I50 151 165 166 180
C. megacephalal CATTATAAA-——-AT CTAAATATTAATAAT TATAAATAGTAAATT AGTTTATAAATTGAA A—=-ANAMATARATTT AGATAATTAARAATT 159
. megacephala? CATTATAAA----AT TTARATATTAATAAT TATAAATAGTARATT AGTTTATAAATTGAA A-—AAARATARATTT AGATAATTAAAAATT 159
P. eximial TATTATAATTT--AT TTACATAATAAAATT TGATTTTTATAAARA A——-TTTTTTAFATGT AAATAATTAANYTTTT 152
. eximial TATTATARTTT--AT TTACATAATAAAATT TAATGTTAATGAAAA A--TTTTTTAEATGT AAATAATTAATTTTT 149
C. hominivoraxZ TATTTTATTTITAAT TTTAATAATTTAAMNT ATATTTARATATTTAT TAAARATT-AL—TTT AGATAATTAANTATT 163
C. hominiwvoraxl TATTTTATTTTTAAT TTTAATAATTTAAAT ATATTTAATATTTAT TAAAAATT-Ar-TTT AGATAATTAATTATT 1&1
C. macelarial TATTTTATATTTAAT TTTAATAATTTTAAA AARTAAGTTGTATTT TATTATTTTAI-TTT AGATAATTAAJATTT 155
C. macelaria2 TATTTTATTTTTAAT TTTAATAATTTAAAA AAATRAAGTTGTATTT TATTATTTTAF-TTT AGATAATTAAAATTT 153
D. hominsl AATTTTAATTAGTAT TTTAATAAAARAAGA TATAATTTTTTAATT AAAATTTATGGTTAA AGTTAATTAARATGT ARATAATTAARGTTT 172
D. hominis? AATTTTAATTAGTAT TTTAATAMARARACA TATAATTTTTTAATT AARATTTATGGTTAA AGTTAATTAARATGT AAATAATTAMGTTT 172
i b i il il d i d s
CS8B III
181 195 196 210 211 225 226 240 241 255 25 270
C. megacephalal GCATATATATATATA TATATA-——ATTTAT ATATATT--TATTCA TATATTTATA-ATAT ATTAAATTATGAATA TARTGTTATAAAATT 2043
C. megacephalaf GCATATATATATATA TATATA---ATTTAT ATATATT--TATTCA TATATTTATA-ATAT ATTAAATTATGAATA TAATGTTATAMAATT 203
P. eximial GCATATATATATATA TATATAT--ATTTAT ATATACT-—TATTCA TATATTTATATATAT ATTAAAATATGAATA AACATATAAATATAT 238
P. eximiaZ GCATATATATATATA TATATATAAATTTAT ATATATT--TATTCA TATATTTATATATAT ATTAAAATATGAATA AATATATARATATAT 237
C. hominivoraxf GCATATATATATATA TATATA-—-ATTTAT ATATATTATTATTCA TATATTTATATTTAT ATTAAAATATGAATA AATTAATATTTATTT 250
C. hominivorax] GCATATATATATATA TATATATA-ATTTAT ATATATTATTATTCA TATATTTATATTTAT ATTAAAATATGAATA AALTAATACTTATIT 250
. macelarial GCATATATATATATA TATATATA-ATTTAT ATATATT--TATTCA TATATTTCTATTTAT ATTAAAATATGTACA AAFAGATATTAATTT 242
€. macelariaz2 GCATATATATATATA TATATA---ATTTAT ATATATT--TATTCA TATATTTCTATTTAT ATTAAAATATGTTCA AATAGATATTAATTT 238
D. GCATATATATATATA TATATA- ATATATTAATATACA TTCATCTATATATAT ATTAAATTATGTATA TARATTTATATTTTC 258
1 GUATATATATATATA TATATA——TTTAT ATATATTAATATACA TTCATCTATATATAT ATTAAATTATGTATA TARATTTATATTITIC 258
R A T T U S S S S R S S S S S/ S
csB IV
£ 285 Z8e 3ng 301 31h 316 330 331 345 348 360
megacephalal AAT-AATTAATAAAT TATTTATATAAA-AT TATAAAT-ATAATTC AC-ATACATTA—-TT AAATTATTTTTTTAA ARCAATCAATTTCTA 327
C. megacephala? AAT-RATTAATAAAT TATTTATATARA-AT TATARAT-ATAATTC AC-ATACATTA--TT AAATTATTTTTTTAA AACAGTCAATTTCTA 327
P. eximial AAY-AATTAATAAAT TATTTATATAATTAA TATARAT-RACTATC CC-ATACATTA--AT AAATTATTTTTTTTA ATAAATCAATTTCAA 323
P. eximia? AAY-AATTAATAAAT TATTTATATAATTAA TATAAAT-RACTATC CC-ATACATTA--AT AAATTATTTTTTITTA ATAAATCAATTTCAA 322
C. hominivorax? ART-AATTAATAAAT CATTTATATAAR-AT TATAAAT-RAATTTA TCTATCTATARAGTT TAATGATITCAT-AA TTGATTTAATTTCCA 336
C. hominivoraxl AAT-AATTAATAAAT CATTTATATARA-AT TATARAT-RARTTTA TCTATCTATAAAGTT TAATGATTTCAT-AA TTGATTTAATTTCCA 336
C. macelarial ARY-AATTAATAART TATTTATATAAT-AT TATARAT-RAATGTA TCTATCTATAAAGTT TAATARATTTCAT-AA TTGATTTAACTTOCA iz
C. macelaria2 AAY-AATTAATAART TATTTATATAAT-AT TATAAAT-RAATGTA TCTATCTATAAAGTT TAATAATTTCAT-AA TTGATTTAATTTCCA 3ze
D. hominsl ATTTAATAAATAANT AATTTATATATA-——— TATAAATTATTTATA TCATTARATCT--TT AAAGTAAAATATAAA TATATAACATTTAGG 343
D. hominisZ ATTTAATAAATAAAT AATTTATATATA--- TATAAATTATTTATA TCATTARATCT--TT AMAGTAMAATATAAA TATATAACATTTAGG 343
CSB V
361 375 376 90 391 405 408 420 421 £35
C. megacephalal C--ATAATAATTAGA TAAATCATTATTAAT AARTATTTAATTA-A TGATATTCTTAACTS GATTT-—-ARATTTIT 112
C. megacephala? C—-ATAATAATTAGA TAAATCATTATTAAT AAATATTTAATTA=A TGATATTCTITAACTG GATTT--ARATTTTT TTTT TCTAMAT 411
eximial C=--ATAATAATTAGA TAAATATTTATTAAT AAAGATTTAATTA-G TGATATCCTTAATTG AATTT-—AAATTTTT TTTTE—ATCTARAT 106
eximiaZ C—ATAATAATTAGA TAAATATTTATTAAT AAAGATTCAATTA-G TGATATCCTTAATTG AATTT-—ARATTTTT TTTTE-——ACTAAAT 408
hominivorax? CT-ATAAATTTTATA GAAATAARAATARTT AAAGATTTAGTAACK TGATATCUTTAACTG GATTT-GAAATTTIT TTTTY--ATCTAAAT 122
hominivoraxl CT-ATAAATTTTATA GARATAAAAATAATT AAAGATTTAGTAACA TGATATCCTTAACTG GATTT-GAAATTTIT TTTTP——ATCTAAAT 122
C. macelarial CT-ATARACATTATA TCTATAAARATASTT AMAGATTTAGTAACA TGATATACTTRACTG AATTT-GAARATTTIT TTTTP--ATCTAAAT 414
©. macelaria2 CT~ATAARACATTATA TCTATAAAAATARTT AAAGATTTAGTAACA TGATATACTTAACTG AATTT-GARATTTTT TTTTh--——TCTARAT 105
D. hominsl TGGAGAAATAT-ATA TAAATAATAATTAAT AAATATTTAATTT-A AAATATTCTTAATTG ATCCCCGAAATTTIT TTTTE-AGTCTGGAT 430
D. hominis? TGGAGAAATAT=ATA TAAATAATAATTAAT AAATATTTAATTT-A ARATATTCTTAATTG ATCCCOGAMATTTTT TTTTE-AGTCTGGAT 130
bk e ‘ ; FahAs Ap b

FIGURA 9 - Alinhamento 2 - Alinhamento obtido para as espécies C. hominivorax, C. macellaria, P. eximia,
C. megacephala e D. hominis a partir de sequéncias da regido controle imediatamente adjacentes ao gene do
tRNA'™ (dominio A). Os sub-dominios conservados, diagramaticamente delimitados por quadros com cores
distintas, estdo identificados através de asteriscos que indicam sitios consenso.
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CSB VI

451 5 466 480 481 455 486 510
C. megacephalal TAATAGATATATATT AATTAATTAAATATT TATATATTAATAGAT ATCTATTAATTTTAT STATATAGACC AAARATARATTTTTG 501
C. megacephalal TAATAGATATATATT AATTAATTAAATATT TATATATTAATAGAT ATCTATTAATTTTAT GETATATAGACT AAAAATARATTTITG 500
B. eximial TAATAGATATCTATT AATTAATTAAATATT TATATATTARTAGAT ATCTATTAAT-CTAT ATTGGTATATAGACT AAAATTCAGATTTTE 485

11 525 528 540
oy

TR

P. eximiaz TAATAGATA-CTATT AATTAATTAAATATT TATATATTAATAGAT ATCTATTAAT-CTAT ATTGGTATATAGACT AAAATTCAGAT £ 482
C. hominivorax? CAATAGATARGTATT GATTAATTARATATT TATATATTAATATAT ATCTATTAATCCTA- TATATAGACTC AARAATARATTTITE 510
C. hominivoraxl TAATAGATAAATATT GATTAATTAAATATT TATATATTAATATAT ACCTATTAATCCTA- —ITGGTATATAGACT AAAAATARATTTITTS 510
C. macelarial TAATAGATATATATT AATTAATTAAATATT TATATATTAATAAAT ATCTATTAATTCTITA -TTIGGTATATGGACC AARAATAAATTTTIG 503
C. macelariaZ TAATAGATATATATT AATTAATTARATATT TATATATTAATGAAT ATCTATTAATTCTTA TTGGGTATATGGACC AAAAATAAATTTTTG 459
D. hominsl TAATAGATAAATATT GATTAATTAAACATT TATATATTAATATTT ATCTATTAATCCTITA TTTGGTATATAGACT TAAAMARAATTTCTG 520
D. hominis2 TAATAGATARATATT GATTAATTAMACATT TATATATTAATATTT ATCTATTAATCCTTA TTTGGTATATAGACC TARARARAATTTCTG 520
541 555 556 570 571

*. megacephalal CA

[ GCTTCAATATA ARATT--GG-AGAGG 4B9
. m phala? Ch T

CTTCAATATA ARATT--GG-AGAGG 489
TTCAATATA ARATT-——TG-AGAGG 4E3
TTCAATATA &80
TTCAATATA AMAAT—— AGAGG 499
GOTTCAATATA ARART--GG-AGAGG 499
CA=-CGCTTCAATATA AMAAT--GG-AGAGG 191

- hominivorax?
. hominivora=l
. macelarial

C. macelaria? CA-CGCTTCAATATA AAAAT--GG-AGAGG 487
D. hominszl TARCGET-CAATATA AATTTATGGTATAAT 550
D. hominisz TAARCGGT-CAATATA AATTTATGGTATAAT 550

FIGURA 9 - continua¢do Alinhamento 2.

3. Analises Filogenéticas a partir da Regiio Controle

O dominio A da regido controle, apesar do seu carater conservado que restringe a
utilizagdo de sitios informativos para a analise filogenética, apresenta um alinhamento mais
confiavel, proporcionado pela menor incidéncia de "gaps" (falta ou auséncia do carater). A
consisténcia da inferéncia filogenética esta diretamente associada ao alinhamento especifico das
sequéncias homologas. Outro fator limitante que causa interferéncia na abordagem filogenética é a
ocorréncia de homoplasias amplamente distribuidas pela sequéncia analisada, causada por
multiplos eventos de substituigdo nucleotidica gerando a reversao do carater analisado. Neste
caso, foram utilizadas as sequéncias relativas ao dominio A da regido controle para minimizar
eventos homoplasicos.

Baseado nos dados de sequéncia para a regido controle total e na analise das sequéncias
especificas do dominio A, foram reconstruidas as relagdes filogenéticas entre as cinco espécies,
utilizando-se a estimativa de distancia nucleotidica (d) obtida através do método de 2-parametros
de Kimura (1980). As matrizes de distancia utilizadas nas analises de "Neighbor-joining" (NJ)
estdo descritas nas Tabelas 7 e 8. Foram removidos da analise os sitios contendo “gaps” e/ou

ambiguidades.
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Tabela 7 - Matriz de Distincia Nucleotidica obtida pelo Modelo de 2-Parametros de
Kimura (diagonal superior) e desvio padrio (diagonal inferior) na anailise da regido
controle do genoma mitocondrial (dominios A e B).

Espécies/Clones (1) Q) (3) ) (5) (6) @) (8) 9) (10)
1. C. hominivorax Clone 1 0.0085 0.2058 0.2044 0.3859 0.3827 0.4232 0.4323 0.5065 0.5060
2. C. hominivorax Clone2  0.0030 0.2044 02030 03843 0.3811 04230 0.4323 0.5042 0.5042
3. C. macellaria Clone 1 0.0164 0.0163 0.0074 04055 04022 04366 0.4394 0.5184 05184
4. C. macellaria Clone2 0.0163 0.0163 0.0028 0.4091 0.4058 04403 0.4431 0.5180 0.5180
5. C. megacephala Clonel 0.0256  0.0255 0.0268 0.0269 0.0053 04258 04241 04961 0.4961
6. C. megacephala Clone2  0.0255 0.0254 0.0266 0.0268 0.0024 04241 04241 0.4924 04924
7. P. eximia Clone 1 0.0275 0.0275 0.0280 0.0282 0.0275 0.0275 0.0279 0.5225 0.5225
8. P. eximia Clone 2 0.0282 0.0282 0.0283 0.0284 0.0275 0.0275 0.0055 0.5252  0.5252
9. D. hominis Clone 1 0.0324 0.0323 0.0328 0.0327 0.0311 0.0309 0.0330 0.0332 0.000

10. D. hominis Clone 2 0.0324 0.0323 0.0328 0.0327 0.0311 0.0309 0.0330 0.0332 0.000

Tabela 8 - Matriz de Distincia Nucleotidica obtida pelo Modelo de 2-Parimetros de
Kimura (diagonal superior) e desvio padrio (diagonal inferior) na analise das sequéncias do
dominio A da regifio controle.

Espécies/Clones (1) Q) 3) 4) 5) (6) ) (8) ) (10)
1. C. hominivorax Clone 1 00104 01278 01254 02538 02510 02622 02657 0.3943 0.3943
2. C. hominivorax Clone 2 0.0047 01254 01230 02510 02482 02593 02629 03910 0.3910
3. C. macellaria Clone 1 00173  0.0172 00104 02779 02750 02619 0.2650 0.4082 0.4082
4. C. macellaria Clone2 00172 0.0170  0.0047 02809 02781 02649 02680 04045 04045
5.C. megacephala Clonel ~ 0.0264 0.0262 0.0281 0.0283 00041 02516 02603 03896 0.3896
6. C. megacephala Clone 2 0.0262 0.0261 0.0280 0.0282 0.0029 02544 02631 03863 0.3863
7. P. eximia Clone 1 00269 00267 00268 00270 00264 0.0266 00316 03973 03973
8. P. eximia Clone 2 00272 00271 00271 00273 00270 00271 0.0082 03979  0.3979
9. D. hominis Clone 1 0.0359 0.0357 0.0368 0.0365 0.0354 0.0352 0.0360 0.0361 0.0000

10. D. hominis Clone 2 0.0359 0.0357 00368 00365 0.0354 00352 0.0360 0.0361 0.0000

As arvores de Maxima Parcimdnia (MP) (Fitch, 1971) foram obtidas a partir do método de
"branch-and-bound", apropriado para acessar a arvore mais parcimoniosa entre conjuntos de até
10 unidades comparativas, neste caso representados pelos clones (Fig 10b e 11b). A espécie D.
hominis representou o grupo externo nestas analises.

Ambos os métodos empregados, NJ e MP, resolveram as relagdes filogenéticas entre as
espécies estudadas resultando arvores com topologias idénticas para um mesmo conjunto de
sequéncias analisadas, mas apresentaram divergéncias devido a natureza das sequéncias utilizadas.
As sequéncias do dominio A geraram arvores onde a espécie geneticamente mais proxima ao
género Cochliomyia foi P. eximia. Entretanto, as arvores derivadas da analise dos dados
completos de sequéncia, incluindo os dominios A e B, resultaram em uma topologia diferente,

onde C. megacephala ocupa uma posi¢ao adjacente ao ramo das Cochliomyia.
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100 99) [~ C. hominivorax 1

100 (99) L C. hominivorax 2

48| T C. macellaria 1
310 100 99 L C macellaria 2

100

r C. megacephala 1
100 99 L C. megacephala2

— P eximial
100 99 L—— P eximia?2

| D. hominis 1
100 9 ' D. hominis 2

I C. hominivorax 1

I C. hominivorax 2

r C. macellaria 1

I C. macellaria 2

l C. megacephala 1

‘ C. megacephala 2

| P, eximia 1

I P, eximia 2

I D. hominis 1

I D. hominis 2

Figura 10- a) Arvore de Neighbor-joining obtida através da andlise da sequéncias completas da
regido controle utilizando o modelo Kimura 2-parametros. Os valores de BCL (“bootstrap
confidence level”) e, entre parénteses, CP (“confidence level for t-test”) estdo indicados na
figura. b) Arvore de Méxima Parcimdnia obtida por andlise de “branch and bound” da
sequéncias completas da regido controle das espécies causadoras de miiases estudadas.

57



a.

100 99) — C. hominivorax 1

100 (99) L C. hominivorax 2

44| — C. macellaria 1
100 7 100 9 - C. macellaria 2

P, eximia 1

100 9 L—— P, eximia 2

r G megacephala 1
100 99 L C megacephala 2

| D. hominis 1

100 99 | D. hominis 2

I C. hominivorax 1

C. hominivorax 2

[ C. macellaria 1

C. macellaria 2

| P eximia 1

L P, eximia 2

I C. megacephala 1

C. megacephala 2

I D. hominis 1

D. hominis 2

Figura 11- a) Arvore de Neighbor-joining obtida através da analise das sequéncias parciais da
regido controle utilizando o modelo Kimura 2-pardmetros. Os valores de BCL (“bootstrap
confidence level”) e, entre parénteses, CP (“confidence level for t-test”) estdo indicados na
figura. b) Arvore de Maxima Parcimdnia obtida por analise de “branch and bound” das
sequéncias parciais da regido controle das espécies causadoras de miiases estudadas.
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4. Analise da Formacio de Estruturas Secundarias na Regiao Controle

O dominio A da regido controle de C. hominivorax, C. macellaria, P. eximia, C.
megacephala e D. hominis foi analisado com relagdo ao potencial de formagdo de estruturas
secundarias. Através dos programas PCFOLD (Zuker,1989) e MOLECULE (Lapalme et al, 1982)
algumas estruturas potenciais foram identificadas nesta regido para estas espécies. Dentre as
estruturas produzidas, foram analisadas aquelas sequéncias onde a formagdo de grampos tende a
ocorrer espontaneamente, formando estruturas energeticamente mais estaveis. A estabilidade
energética da estrutura secundaria descrita para a regido controle do genoma mitocondrial em

Drosophila também foi determinada para permitir analises comparativas (Figura 12).

4.1. Elementos de sequéncia

Foram identificados, para cada estrutura secundaria potencial, atributos de sequéncia
especificos registrados na literatura (Zhang ez al., 1995) como elementos conservados, localizados
nas sequéncias adjacentes a sequéncia envolvida na formagio da estrutura secundaria. Estes
elementos compreendem uma sequéncia 3'-[TATA] anterior e uma sequéncia [G(A)nT]-5'
posterior a estrutura (indicados nas figuras 12 a 17). Nem sempre foi possivel identificar estes
elementos para todas as estruturas descritas. Algas ricas em timina também foram registradas
como elementos de sequéncia importantes (indicadas com setas).

Duas estruturas principais foram descritas para a espécie C. hominivorax. Na Estrutura |
(Figura 13a) apenas o elemento [TATA] foi identificado. Esta estrutura localiza-se proxima ao
longo trecho poli-T e apresenta uma energia livre de -8.2 kcal/mol (Figura 12). A Estrutura II
apresenta pelo menos trés motivos [TATA] anteriores a sequéncias formadoras de grampo e um
elemento [GAAAT] em uma extremidade envolvida na formagdo da haste da estrutura secundaria

(Figura 13b).
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Figura 12- Estruturas secundarias da Regido A+T da espécie D.
yakuba. a. A seta esta indicando a alga rica em Timina (T-loop)
na estrutura. E = Energia livre (kcal/mol). Clary and
Wolstenholme, 1987.
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a.

Figura 13- Estruturas secundarias da Regido A+T da espécie C.
hominivorax. a. Estrutura L. b. Estrutura I1. E = Energia livre (kcal/mol).
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Também foram descritas para C. macellaria duas estruturas presentes na regido controle.
Em ambas as estruturas podem ser identificados os elementos descritos anteriormente, além de
uma alca rica em timina na Estrutura I (Figura 14a), também localizada na regido proxima ao poli-
T.

A Estrutura I de P. eximia ocorre em seguida ao poli-T, no inicio da regido controle.
Entretanto uma sequéncia [GTAAT] foi localizada na regido onde seria esperado o elemento
[G(A)nT] (Figura 15c), sendo que a ocorréncia de um elemento [G(A)sT] foi encontrada 12
nucleotideos adiante na sequéncia. Estdo indicados os motivos [TATA] nas trés sequéncias
apresentadas (Figura 15), com uma alteragdo no caso da Estrutura III que possui um motivo
[TAAT] (Figura 15b).

Para a espécie C. megacephala duas regides foram descritas como potencialmente
formadoras de estruturas secundarias, a primeira (Figura 16b), Estrutura I, apresenta ambos os
elementos considerados consenso, sendo que a série [GAAT] integra a por¢do final da haste do
grampo. Na Estrutura II nfo foi encontrado o elemento [TATA], entretanto uma alga rica em
timina esté4 presente conforme mostra a Figura 16a.

Em D. hominis ocorre uma estrutura secundaria incluindo parte do poli-T, podendo ser
identificados os motivos citados anteriormente envolvidos na formagdo da haste do grampo
(Figura 17c) e uma alga rica em timina. As outras duas estruturas descritas para D. hominis (1l e
III) envolvem amplos trechos de sequéncia nucleotidica (100 - 150 pb), sendo estruturas
termodinamicamente muito estaveis (-12.2 e -18.6 kcal/mol, respectivamente, Figuras 17a e b).

Ainda na Estrutura III também foram identificados os motivos [TATA] e [GAAAAT].
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a.

C.

Figura 15- Estruturas secundarias da Regido A+T da espécie P. eximia. a.
Estrutura I. b. Estrutura II. ¢. Estrutura III. E = Energia livre (kcal/mol).
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Figura 16- Estruturas secundarias da Regido A+T da espécie C.
megacephala. a. Estrutura I. b. Estrutura II. A seta esta indicando a alga rica
em Timina (T-loop) na estrutura. E = Energia livre (kcal/mol).
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Figura 17- Estruturas secundarias da Regido A+T da espécie D. hominis. a.
Estrutura I. b. Estrutura II. A seta esta indicando a alga rica em Timina (T-loop)
na estrutura. E = Energia livre (kcal/mol).
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4.2. Associacio Entre Sequéncias Conservadas e Estruturas Secundarias

Todas as estruturas secundarias potenciais descritas neste trabalho estdo intimamente
associadas com os blocos de sequéncia conservados identificados para o dominio A da regido
controle de replicagdo das espécies analisadas. Nao foi possivel estabelecer uma correlagio precisa
entre as estruturas secundarias observadas e os sub-dominios especificos, uma vez que algumas
estruturas podem compreender mais de um CSB, dependendo da espécie, o que dificulta a
visualizagdo destas estruturas no alinhamento.

Para identificar as possiveis homologias de sequéncia primaria, foi realizado um
alinhamento entre as sequéncias do dominio A da regido controle das espécies estudadas com a
sequéncia homologa da regido A+T do genoma de Drosophila yakuba. Apesar da distancia
filogenética entre as espécies comparadas dificultar o alinhamento, foram identificados trechos de
sequéncia consenso significativos associados a todos os CSB caracterizados neste trabalho. Foi
observado que a estrutura secundaria previamente descrita para Drosophila esta localizada na

regido do CSB IV.
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1 1% 16 30 31 45 46 60 61 75 76 90
C. megacephalal AGATTCCCATGT--4 TTTTTTTTTTTTTTT TTYGTT--TTAT-TT TATAGTAAYTT-t~~ -~TTTTGTGA-TTTAT TAAATAAAAT-—-AA 75
C. megacephala? AGATTCCCATGT--t+ TTTTTTTTTTTTTTT TTYGTT--TTAT-TT TATAGTAAYTT-t+-- -TTTTGTGA-TTTAT TAAATAAAAT---AA 75
P. eximial GGTTTCTCATGT--1 TTTTTTTTTTTTTTT TTLPTCT--TTAT-AC TAA---AA{TT-t-- -~TTAAAAAA-GAAAT ATTTTTTTTT---AT 72
P. eximia2 GGTTTTCCATGT-—§3 TTTTTTTTTTTTTTT T-3-CT--TTAT-AC TAA---AATTT-t-— -TTAAAAAA-AAGTG TTTTTTTTTT---AT 69
C. macelarial GACTTCCCATGT-—-¢ TTTTTTTTTTTTTTT T—-3-TT--TTAT-TT TATACTTATTT~¢-~ ~TTATAAAAATAAAA TTAATTATTT---TG 73
C. macelaria2 GACTTCCCATGT-—1 TTTTTTTTTTTTTTT T TTAT-TT TATACTTATTT-4-- -TTATAAAAATAAAA TTAATTATTT---TG 71
C. hominivoraxl GGATTTCCATACAAL TTTTTTTTTTTTTTT TTTTAT--GTATATT TATACTAT{TT-$-- -TTATAAAAATAAAA TATACTAATT---AA 80
C. hominivorax2 GGATTTCCATACGAT TTTTTTTTTTTTTTT TTY{TTTATGTATATT TATACTAT]TT-4-— -TTATAAAAATAAAA TATACTAATT---AA 82
D. hominsl ——==TTTTTTTTT~-¢1 TTTTTTTTTTATTTT TA{TGT-—-TTTTTTT TAGTGAAATTTAGAA ATATTATAAATTGAT TAATTTATTTTTAAT 82
D. hominis2 ——=TTTTTTTTT~--t TTTTTTTTTTATTTT TATTGT--TTTTTTT TAGTGAAATTTAGAA ATATTATAAATTGAT TAATTTATTTTTAAT 82
D. yakuba ¢ TCTTTTTTTTITTTT TTYTTTA-TTAT--T TACTATTTPTT-{-- -TTTTAAAA--~GAT TACAATTTTT---AA 62
LAk haEid Adaw 4 o
~~CSBII-
a1 105 106 120 121 135 136 150 151 165 16 80
. megacephalal CATTATAAA----AT CTAAATATTA-ATAA TTATAAATAGTAAAT TAGTTTATAAATTGA AA-AAAAATAA~~-A TTTAGATAATTARAA 156
2. megacephala? CATTATAAA----AT TTAAATATTA~ATAA TTATAAATAGTAAAT TAGTTTATAAATTGA TTPAGATAATTARAA 156
P. eximial TATTATAATT-~TAT TTACATAATA-AAAT TTAGTAATTATGATT T---TTATAAA---A AA-TTTTTTAT---A TGFAAATAATTARTT 149
P. eximiaZ2 TATTATAATT--TAT TTACATAATA-AAAT TTAGTAATTATAATG T---TAATGAA---A AA-TTTTTTAC---A TGJAAATAATTARTT 146
C. macelarial TATTTTA—~~—~ TAT TTA-ATTTTA-ATAA TTTTAAATAGTAAAA AA---AATAAGTTGT AT-TTTATTATTTTA TTFAGATAATTARAA 152
C. macelaria2 TATTTTA~~==~~ TTT TTA-ATTTTA-ATAA TTTAAAATAGTAAAA AA---AATAAGTTGT AT-TTTATTATTTTA TTPAGATAATTARAA 150
. hominivoraxl TATTTTA~--—- TTT TTA-ATTTTA-ATAA TTTAAATTAGTAATA AA--TATTTAATATT TA-TTAAAAATT--A TTPAGATAATTARTT 158
C. hominivorax2 TATTTTA-----~ TTT TTA-ATTTTA-ATAA TTTAAATTAGTAATA AA--TATTTAATATT TA-TTAAAAATT--A TTYAGATAATTARATT 160
D. hominsl AATTTTAATTAGTAT TTTAATAAAA-AAAG ATATAATTTTTTAAT TAAAATTTATGGTTA AAGTTAATTAAA--A TGFAAATAATTARAG 169
D. hominis2 AATTTTAATTAGTAT TTTAATAAAA-AAAG ATATAATTTTTTAAT TAAAATTTATGGTTA AAGTTAATTAAA--A TGYAAATAATTARAG 169
D. yakuba AAATTAATTG---AT TTA--TATTAGATAA CACATTTTAGGAATT CA--TAAAATATTTT TA--TAAAAATT--A TTAAAATAATTTTAT 141
- e e e m—— - —————— CSBIII----m=~=-—~ e
181 195 19%¢ 210 211 225 226 240 241 255 256 270
C. megacephalal ATTGCATATATATAT ATATATATA--—ATT TATATATATT:-TAT TCATATATTTATA-A TATATTRAATTATGA ATA--TAATGTTATA 238
C. megacephalal ATTGCATATATATAT ATATATATA~—-ATT TATATATATT$-TAT TCATATATTTATA~A TATATTAAATTATGA ATA--TAATGTTATA 238
P. eximial TTTGCATATATATAT ATATATATAT--ATT TATATATAYTH-TAT TCATATATTTATATA TATATTAAAATATGA ATA~-AACATATAAA 233
P. eximia2 TTTGCATATATATAT ATATATATATAAATT TATATATA{T}-TAT TCATATATTTATATA TATATTRAAATATGA ATA--AATATATAAA 232
C. macelarial TTTGCATATATATAT ATATATATATA-ATT TATATATATT{-TAT TCATATATTTCTATT TATATTRAAATATGT ACA--AATAGATATT 237
C. macelaria2 TTTGCATATATATAT ATATATATA---ATT TATATATATT{-TAT TCATATATTTCTATT TATATTAAAATATGT TCA-—AATAGATATT 233
C. hominivorax} ATTGCATATATATAT ATATATATATA-ATT TATATATA{TRATTAT TCATATATTTATATT TATATTRAAATATGA ATA-—AATTAATACT 245
C. hominivorax® ATTGCATATATATAT ATATATATA-~--ATT TATATATATTRTTAT TCATATATTTATATT TATATTAAAATATGA ATA--AATTAATATT 245
D. hominsl TTTGCATATATATAT ATATATATA-——-TT TATATATATTRATAT ACATTCATCTATATA TATATTAAATTATGT ATATAAATTTATATT 255
D. hominis2 TTTGCATATATATAT ATATATATA----TT TATATATATTRATAT ACATTCATCTATATA TATATTAAATTATGT ATATAAATTTATATT 255
D. yakuba TTTTC~TATATAGAT ATATATGTA---ATA TAAATCTT(AACTAT ATATAAATATATAAA TATATAATAAT-TAA TTA--AATTATTATA 224
---------------- CSBIV--—m e e m v mmm e
71 285 386 300 301 315 31 330 331 345 346 360
C. megacephalal p--AATTA-ATAATT AA-TAAATTAfTTAT ATAAA-ATTATAAAT ATAATTCAC-ATACA TTAT-TAAATTA--T TTTTTTAAAACAATC 319
C. megacephala2 A--AATTA-ATAATT RA-TAAATTAYTTAT ATAAA-ATTATAAAT ATRATTCAC-ATACA TTAT-TAAATTA--T TTTTTTAAAACAGTC 319
P. eximial [-—ATATA-ATAATT JA-TAAATTAYTTAT ATAATTAATATAAAT AA§TATCCC-ATACA TTAA-TAAATTA--T TTTTTTTAATAAATC 315
P. eximiaZ2 [--ATATA-ATAATT RA-TAAATTAYTTAT ATAATTAATATAAAT AALTATCCC-ATACA TTAA~TAAATTA--T TTTTTTTAATAAATC 314
C. macelarial ——ATTTA-ATAATT HA-TAAATTAJTTAT ATAAT-ATTATAAAT AAQTGTATCTATCTA TAAAGTTTAATA--A TTTCATAATTGATTT 320
C. macelaria2 h——ATTTA-ATAATT JA~-TAAATTAYTTAT ATAAT-ATTATAAAT AARTGTATCTATCTA TAAAGTTTAATA--A TTTCATAATTGATTT 316
C. hominivoraxl [--ATTTA-ATAATT JA-TAAATCAYTTAT ATAAA-ATTATAAAT AARTTTATCTATCTA TAAAGTTTAATG--A TTTCATAATTGATTT 328
C. hominivorax2 [-—-ATTTA-ATAATT JA-TAAATCAFTTAT ATAAA-ATTATAAAT AARTTTATCTATCTA TAAAGTTTAATG--A TTTCATAATTGATTT 328
D. hominsl [TCATTTA-ATAAAT RJAATAATTTAFATAT ATATAAATTATTTAT ATCATTAA--ATCTT TAAAGTAAAATA--T AAATATATAACATTT 340
D. hominis2 FTCATTTA-ATAAAT RAATAATTTAJATAT ATATAAATTATTTAT ATLATTAA--ATCTT TAAAGTAAAATA--T AAATATATAACATTT 340
D. yakuba [T-ATTTATATAAAT £C--AAGAATHTTAT ATAAATATT-TGAAT ATAGATTTTTTTTTA CAAATTATGITACCA TTTTTGGATTGTGAA 310
S mmaiinacinik P P ok P
——————————————— CSBV-wo—rmmnrmmmm—mm
el 375 376 390 391 405 40 420 42
C. megacephalal AATTTCTAC-ATAAT AATTAGATAAATCAT TAT-TAJRTAAATATT TARTTA-AT-—-GAT ATFCT--TAACT 380
C. megacephala2 AATTTCTAC-ATAAT AATTAGATAAATCAT TAT-TARTAAATATT TARTTA-AT-—-GAT AT[CT--TAACT 390
P. eximial AATTTCAAC-ATAAT AATTAGATAAATATT TAT-TARTAAAGATT TARTTA-GT--~GAT ATECT--TAATT 386
P. eximia2 AATTTCAAC-ATAAT AATTAGATAAATATT TAT-TARTAAAGATT CARTTA-GT---GAT AT[ECT--TAATT 385
C. macelarial AACTTCCACTATAAA CATTATATCTATAAA AAT-AGITAAAGATT TAGTAACAT---GAT ATRACT--TAACT 394
C. macelaria2 AATTTCCACTATAAA CATTATATCTATAAA AAT-AGITAAAGATT TAETAACAT---GAT ATRCT--TAACT 390
C. hominivoraxl AATTTCCACTATAAA TTTTATAGAAATAAA AAT-AATTAAAGATT TA$TAACAT---GAT ATECT--TAACT 402
C. hominivorax2 AATTTCCACTATAAA TTTTATAGAAATAAA AAT-AAJTAAAGATT TA LCT~~TAACT 402
D. hominsl AGGTGG~-~-AGAAA TAT-ATATAAATAAT AAT-TAATAAATATT TAJ [CT-~TAATT 409
D. hominis2 AGGTGG--——AGAAA TAT-ATATAAATAAT AAT-TARTAAATATT TARTTT-AA---AAT AT[CT--TAATT 409
D. yakuba ATTTTTTATTTAAAT TGTTAACTATATTAT AATATAYTAAACATT TATATATATATAGAT TAJCTATTAATT 400
N T ik da s

Figura 18. (continuagdo) - Alinhamento 3 - Alinhamento da regido controle (dominio A) das espécies
C. hominivorax, C. macellaria, P. eximia, C. megacephala e D. hominis com a sequéncia homéloga de
D. yakuba. Os blocos em azul representam as regiGes consenso entre as espécies. A sequéncia rosa em
D.yakuba representa a regido formadora da estrutura secundaria, os elementos [TATA] e [G(A).T]
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--~-CBSV---

451 65
C. megacephalal AATTTTTTTTTT{--
C. megacephalal AATTTTTTTTTT{--
P. eximial AATTTTTTTTIGE~~
P. eximia2 AATTTTTTTTTGH~—
C. macelarial AATTTTTTTTTT{-—
C. macelaria2 AATTTTTTTTTAL-—
C. hominivorax} AATTTTTTTTTT{--
C. hominivoraxp AATTTTTTTTTT}--
D. hominsl AATTTTTTTTTGY-—
D. hominis2 AATTTTTTTTTGt——
D. yakuba AATTTTTTTTTTAAA

dbbich bbb

541 555
Z. megacephalal TT-GGTAT--ATAGA
C. megacephala2 TT-GGTAT--ATAGA
P. eximial TT-GGTAT~~ATAGA
P. eximiaZ2 TT-GGTAT~-~ATAGA
C. macelarial TT~GGTAT--ATGGA
C. macelariaZ TTGGGTAT~~ATGGA
C. hominivoraxl TT-GGTAT--ATAGA
C. hominivorax2 TT-GGTAT--ATAGA
D. hominsl TTTGGTAT-~-ATAGA
D. hominis2 TTTGGTAT--ATAGA
D. yakuba TTTAAAATTAATATT

Figura 18. (continuagdo) estdo indicados nesta espécie em vermelho. Blocos incluidos nos sub-dominios

—AGTCT
AAAAAL]

480
PAATTAATA
hAATTAATA
BAATTAATA
BAATTAATA
PAATTAATA
RAATTAATA
PAATTAATA
RAATCAATA
FGATTAATA
FGATTAATA
PAAAGAATA

A i

481 495
GATAT-ATATTAATT
GATAT-ATATTAATT
GATAT-CTATTAATT
GATA--CTATTAATT
GATAT-ATATTAATT
GATAT-ATATTAATT
GATAA-ATATTGATT
GATAA-GTATTGATT
GATAA-ATATTGATT
GATAA-ATATTGATT
GGTTTTTTATTATTT

i dihd 4

496 510
AATTAAATATTTATA
AATTAAATATTTATA
AATTAAATATTTATA
AATTAAATATTTATA
AATTAAATATTTATA
AATTAAATATTTATA
AATTAAATATTTATA
AATTAAATATTTATA
AATTAAACATTTATA
AATTAAACATTTATA
TAT-AAATAATTATT

Ak

bk A ki

511 525

TATTA---ATAGATA

TATTA---ATAGATA
TATTA---ATAAATA
TATTA-——ATGAATA
TATTA-——-ATATATA
TATTA-—--ATATATA
TATTA-—-ATATTTA
TATTA-——ATATTTA
AATTAGAAAMATTTA

b ek id

526

TCTA-TTAAT
TCTA-TTAAT
TCTA-TTAAT
TCTA-TTAAT
TCTA~TTAAT
TCTA~TTAAT
CCTA-TTAAT
TCTA-TTAAT
TCTA~TTAAT
TCTA-TTAAT
TTTAATTAAT.

dkd A i

-~-CSBVII--

571

TTGCA-CGCTTC.
TTGCA-CGCTTC.
TTGCA-CGCTTC,
TTGCA-CGCTTC
TTGCA-CGCTTC
TTGCA-CGCTTC.
TTGCA-CGCTTC.
TTGCA-CGCTTC.
CTGTAACGGT-CRAT
CTGTAACGGT-CAAT
ATTTATTAATTARATT

%

85
AT
hAT
hAT
hAT
AT
hAT
pAT
hAT

586
-ATAAA]
—ATAAA]

600
TT--GG-A
TT--GG~-A
—ATAAARTT--TG-A
—ATAARRATT--TG-A
~ATAAARAT--GG-A
-ATAAAMAT--GG-A
~ATAAARAT--GG-A
—ATAAARAT--GG-A
—ATAAAYTTATGGTA
—ATAAATTTATGGTA
TATAAAMATTTTTTAA

Wik

601 615

616

630

G--AGG
G—-AGGT

G—-AGG
G—-AGG

G--AGG
G--AGG

G--AGGT
G--AGGT

T~~AATTAAAAATTA ATCTTTTTTTTGATT
T-~AATTAAAAATTA ATCTTTTTTTTGATT

TTTATTTAATTAACA AATATTGTTTTATAA

(CSB) caracterizados neste trabalho estdo indicados também em vermelho.

69

472
471
466
463

169
481

450
490
489

5217

521
518

525
937
537
573
573
579



DISCUSSAO

1. Acesso a Regiio Controle do Genoma Mitocondrial

A regido rica em A+T do genoma mitocondrial de insetos tem sido descrita como uma
regidio génica de dificil acesso metodoldgico, apesar das técnicas recentes de Biologia Molecular
fornecerem ferramentas adequadas para a amplificagdo, a clonagem e o sequenciamento de
praticamente qualquer sequéncia integra de DNA, independente de sua origem. O potencial de
formagdo de estruturas secunddrias e a presenga de sequéncias envolvidas na origem de
replicagdo do genoma mitocondrial, conferem propriedades especificas a regido controle. Estas
propriedades podem influenciar principalmente a eficiéncia dos sistemas de amplifica¢do pela
Tag DNA polimerase € a clonagem em bactérias, interferindo em processos biologicos bésicos
como a elongacdo da cadeia de DNA e a regulagdo da replicagéo.

A constitui¢io extremamente rica em bases adenina e timina da regido controle de
replicagdo, também pode interferir na condugdo experimental devido as propriedades
termoestaveis destas sequéncias exigirem parametros de temperatura mais amenos.

Os padrdes de variabilidade encontrados para a regido rica em A+T tém indicado baixa
homologia de sequéncia entre as espécies estudadas e inviabilizam a construgdo de primers
universais que possibilitem a amplificagdo eficiente desta regido do genoma mitocondrial em
espécies onde estas sequéncias ainda ndo foram determinadas. A escassez de primers especificos
para esta regido requer a otimizacdo das estratégias de amplificag@o através do uso de diferentes
combinag¢des dos conjuntos de primers disponiveis.

Interferéncias na amplificagdo da regifio controle também podem ter ocorrido devido a
presenga de repetigdes em tandem e heteroplasmia entre e dentro das espécies analisadas.
Inicialmente, parece ndo ser possivel garantir se o produto amplificado representa o alvo
auténtico da investigagdo devido a falta de conhecimento prévio sobre o tamanho preciso desta
regido para a maioria das espécies. Produtos de amplificacdo inespecificos, podem ser devido a
artefatos proprios da reagdo de PCR. Sub-produtos de PCR gerados devido a ocorréncia de
eventos de “slippage” da enzima DNA polimerase, sdo frequentemente observados associados a
presenga de elementos repetidos em tandem, como séries dinucleotidicas [TAs] e sequéncias de
homopolimeros, poli-Ts e poli-As (Levinson & Gutman, 1987; Rand & Harrison, 1989;
Broughton & Dowling, 1994).
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Deve-se ressaltar ainda, que existe pouca informagdo de sequéncia nucleotidica disponivel
para esta regido em insetos. O acesso a regido controle do DNAmt de insetos pode exigir, muitas
vezes, etapas de padronizagdo adicionais, justificando em parte a escassez de informagéo nesta
area.

Neste trabalho, a estratégia de amplificagdo em duas etapas distintas, com dois primers
universais ancorados nos genes de tRNA adjacentes a regido controle (tRNAY e tRNA™) e
outros dois no rRNA 128, foi fundamental para aumentar, em quantidade e resolugéo, o produto
de amplificagdo da regido A+T, fornecendo material adequado para os procedimentos posteriores

de clonagem e sequenciamento.

2. Evolucio de Sequéncias Gendomicas Ricas em A+T

A composigdo nucleotidica do genoma mitocondrial de insetos, apresenta um desvio
peculiar a favor de um elevado contetdo de adeninas e timinas, como citado anteriormente. A
analise detalhada dos padrdes de substitui¢do dos nucleotideos A e T em regides codificadoras e
ndo codificadoras, nas posi¢des 3’ dos codons de genes estruturais e a fungdo desempenhada nas
estruturas secundarias, tém levado vdrios autores a sugerir a existéncia de pressdo de mutagio
direcional a favor de um elevado contetido de A+T no genoma mitocondrial de insetos (Clary &
Wolstenholme, 1985; Wolstenholrﬁe & Clary, 1985; Jukes & Bhushan, 1986; Crozier & Crozier,
1993 e Jermiin et al., 1994a e b).

A andlise do alinhamento das sequéncias completas da regido controle das espécies
estudadas neste trabalho, forneceram importantes informagdes quanto a natureza e a frequéncia
das substitui¢des nucleotidicas. Foi verificada uma alta taxa de substitui¢éo nucleotidica para esta
regido, caracterizada predominantemente por eventos de transversdo (84%), onde a proporgdo
transi¢do:transversdo foi até 1:5. Dentre as transversdes possiveis, as substitui¢gdes nos sentidos
A— T e T— A foram as mais abundantes, representando de 76 a 86% do total de ocorréncias. De
acordo com a Tabela 6, verificou-se que este desvio ocorre na regifo controle de maneira geral.
Estes dados indicam que esta regido ndo somente apresenta um desvio a favor do conteudo A+T,
como evolui no sentido da manutengdo desta composi¢do, uma vez estabelecida a predominéancia
dos eventos de transversdo nestas sequéncias.

Possiveis divergéncias entre clones da mesma espécie, podem ser decorrentes de

eventuais erros de incorporagdo nucleotidica nas sequéncias, pela enzima Tag DNA polimerase,
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durante o processo de amplificagdo, e/ou de eventos de recombinagio desigual entre cadeias de
DNA parcialmente amplificadas durante 0 PCR, e/ou da introdugio de erros durante a replicagio
em cultura de bactérias na sequéncia do clone. A ocorréncia de todos estes eventos
simultaneamente pode estar contribuindo na determina¢o da divergéncia nucleotidica observada,
justificando os valores obtidos. Porém, estes erros ndo parecem comprometer significativamente a
interpretagdo dos resultados. Entretanto, a existéncia de uma condi¢do de heteroplasmia, onde
cada clone pode estar representando a regido controle de moléculas de DNAmt distintas,
coexistentes em um mesmo individuo, ainda ndo pode ser descartada.

Em espécies de Drosophila (Clary & Wolstenholme, 1987) também foi observado um
excesso de transversdes sobre transi¢des na andlise do padrdo de substituigdo nucleotidica para a
regido A+T, contrastando com resultados anteriores obtidos para genes mitocondriais estruturais
em D. yakuba e D. melanogaster, onde eventos de transi¢fo e transversdo apresentam frequéncias
similares ( Wolstenholme & Clary, 1985). Para a regido rica em A+T de Drosophila, eventos
AT foram o tipo de substituicdo mais freqiiente, representando 71 a 97% de todas as
transversoes.

Inohira et al. (1997), analisando a regido rica em A+T das espécies D. melanogaster,
D.simulans, D.mauritiana e D. -yakuba, observaram que na distribuigdo de transi¢des e
transversdes em sub-dominios distintos, os eventos de transversdo predominam nas comparagdes
interespecificas, conferindo um padrdo de substituigdo nucleotidica peculiar quando comparado a
estudos prévios no sub-grupo melanogaster com outras sequéncias envolvendo DNAmt e nuclear
(Satta & Takahata, 1990; Caccone et al., 1996 a).

Em insetos ainda ndo existe uma explica¢do precisa da razdo do DNAmt ter se tornado
rico em A+T durante sua evolugdo. Assumindo-se que o desvio AT seja uma caracteristica
evolutiva ancestral, tem sido postulado que enzimas envolvidas com a transcri¢do e replicagdo de
sequéncias ricas em A+T tenham evoluido de tal modo, que uma molécula com elevado conteudo
G+C seja replicada menos eficientemente (Wolstenholme & Clary, 1985). Isto pode ser devido ao
elevado requerimento energético necessario para desnaturar as cadeias complementares da
molécula de DNA ricas em G+C ou devido a disponibilidade de dNTPs (desoxirribonucleotideos

trifosfato) no ambiente. Consequentemente, uma vez estabelecida uma molécula rica em A+T, é
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razoavel supor que ocorra selegdo no sentido de manter um nivel 6timo no contetdo de adeninas
e timinas no genoma mitocondrial como um todo.

Estudos mais recentes propuseram mecanismos moleculares que poderiam explicar este
desvio na propor¢do nucleotidica no genoma mitocondrial de insetos: E conhecido que algum
processo mutacional natural favorega a geragdo do desvio A+T. A guanina gera por alcalinizagdo
a conversio para O°-metilguanina que frequentemente estabelece pareamento errdneo com a
timina, levando a substitui¢do de um par GC por um par AT (Watson et al., 1987). Agentes
alcalinos capazes de produzir O°-metilguanina sio gerados pelo metabolismo endégeno de células
procariotas (Rebeck & Samson, 1991). Embora seja necessaria uma analise mais detalhada sobre
os eventos bioquimicos envolvidos em processos de conversdo nucleotidica durante o
metabolismo endogeno das células, € possivel que um processo equivalente ocorra em eucariotos.

Alternativamente, Martin (1995) constatou a associagdo indireta entre 0 aumento da taxa
metabolica especifica e a composi¢do nucleotidica do DNAmt animal. A taxa metaboélica de um
organismo relaciona-se diretamente com a produgdo de radicais livres que por sua vez geram
danos oxidativos no DNAmt, levando a mutagdes, na sua maioria substitui¢des nucleotidicas em
sitios neutros, que alteram a propor¢do GC da molécula. Uma combina¢do entre a maior
susceptibilidade de dCTP e dGTP a danos oxidativos, e a incorporagdo preferencial de ATP pela
polimerase em oposi¢@o aos sitos apurinicos e/ou apirimidinicos produzidos, poderia explicar o
desvio a favor da composigdo A+T em genomas expostos a ambientes oxigenados com taxas
aceleradas de danos no DNA. Nas células animais, mais de 90% do oxigénio é consumido pelas
mitocondrias (Richter ef al., 1988).

Nas 5 espécies causadoras de miiases analisadas, a estimativa do conteado A+T
corresponde em média a 89.6% da composi¢do nucleotidica da regido controle. Uma vez que a
maquinaria enzimatica envolvida na regulagdo dos processos de replicagio e transcrigdo deve
reconhecer sitios especificos de interagfo dentro da regido controle, supde-se que o alto contetido
A+T do genoma mitocondrial como um todo, e desta regido em especial, esteja associado a
evolugdo da interagfio entre o sistema genético de replicagdo e/ou transcrigdo € o genoma

mitocondrial de insetos.
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3- Evoluc¢io da Organizacio Estrutural da Regiio Controle
3.1. Dominios Estruturais

A regido controle das espécies de Calliphoridae e Oestridae estudadas apresenta uma
organizacdo estrutural semelhante aos padrdes descritos para vérias espécies de Drosophila
(Clary & Wolstenholme, 1985 e¢ 1987; Monnerot et al., 1990). Estas espécies apresentam dois
dominios distintos que as classificam como pertencente ao grupo I proposto por Zhang et al.
(1997). A regido controle do grupo I se caracteriza por apresentar um dominio A adjacente ao
tRNA™ altamente conservado, contendo a origem de replicagdio do genoma mitocondrial
(Goddard & Wolstenholme, 1980), seguido por um segundo dominio B, aparentemente sem
fungo, onde estd concentrada a variabilidade tanto em sequéncia quanto em tamanho da regido
controle. Devido a ocorréncia de eventos freqiientes de insercdo e/ou delegdo, observados
principalmente na regido B e a alta conservagdio em sequéncia nucleotidica da regifio A, sugere-se
que estas sub-regides A e B descritas para Drosophila (Inohira et al., 1997) sejam homologas em
estrutura e fun¢do aos dominios A e B propostos para as espécies analisadas neste trabalho.

Wolstenholme (1992), sugere que a conservacdo tende a ser mantida no genoma
mitocondrial adotando-se uma estratégia evolutiva que concentra a variabilidade, isto é,
sequéncias repetidas, inser¢des e delegdes, em uma regido ndo codificadora da molécula, ao invés
de dispersa entre os genes mitocondriais. A andlise conduzida neste trabalho mostra que isto ndo
se aplica ao dominio A, cujo carater conservado indica padrdes especificos de restrigdo funcional.
Por outro lado, o dominio B da regido controle destas espécies apresenta padrbes de
variabilidade condizentes com a estratégia evolutiva proposta por Wolstenholme, 1992.

Komiya et al. (1995) analisaram duas regides intergénicas presentes nas espécies do grupo
Drosophila immigrans, caracterizando uma regido altamente conservada, em tamanho e
sequéncia, entre os genes do tRNA" ¢ tRNA™. De acordo com estes autores, a conservagio da
regido intergénica I sugere que estas sequéncias ndo codificadoras cumprem algum papel, ainda
desconhecido, nos processos de replicagdo ou transcrigdo do DNAmt. Porém, com relagéo a outra
regido, a ampla variagdo em tamanho e a elevada taxa de substitui¢do nucleotidica, parece
representar uma consequéncia evolutiva associada a sequéncias de DNA que podem ter perdido
sua fun¢do no genoma mitocondrial. Os padrdes de organizagdo geral destas regides intergénicas,

caracterizando um dominio conservado com um possivel papel em processos regulatdrios €, um
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dominio variavel aparentemente sem propriedades funcionais associadas, parecem homologos aos

encontrados para a regifio controle das espécies estudadas neste trabalho.

3.2. Sub-Dominios Conservados em Sequéncia (CSB)

A investigagio do padrio de organizagdo estrutural do dominio A da regido controle
(Figura 9) permitiu a identificagdo de 7 sub-dominios especificos (CSBs) responsaveis por
conferir o carater conservado da regifio controle observado para as espécies estudadas.

A presenga de CSBs na regio controle de todos os vertebrados examinados, tem sugerido
uma possivel fungdo biolégica para estas regides. Tem sido sugerido o envolvimento destas
sequéncias consenso nos processos de replicagdo e transcrigdo do genoma mitocondrial animal
(Walberg & Clayton, 1981; Saccone et al, 1991; Gemmell et al., 1996).

Em insetos, a presenga de sub-dominios conservados associados a elementos de
sequéncia especificos foram identificados em andlises comparativas da regido controle (Zhang et
al., 1995). Estes elementos de sequéncia foram denominados de elementos estruturais uma vez
que, suas propriedades estruturais e a localizagdo relativa, mais do que a sequéncia priméaria
propriamente, estdo conservadas. Estas evidéncias podem estar indicando a importancia funcional
destes elementos no genoma mitocondrial de insetos.

Segundo Zhang et al. (1997), foram descritos 4 elementos estruturais de sequéncia
primaria presentes em todas as espécies de insetos cuja regido controle foi caracterizada. Estes
elementos também foram identificados nas espécies estudadas neste trabalho (Figuras 8 e 9)
conforme descrito a seguir:

(1) Um homopolimero [poli-T] na extremidade 5’ da regido controle que presume-se estar
envolvido diretamente no controle da transcri¢do e/ou iniciagdo da replicagdo (Clary &
Wolstenholme, 1987; Lewis et al, 1994; Zhang et al, 1995). Neste trabalho este elemento é
homologo ao CSB 1.

(2) Um elemento formado por [poli-TA(A)], normalmente presente entre o poli-T e uma
estrutura secundaria conservada (Monforte et al., 1993). Nas espécies estudadas neste trabalho,
uma sequéncia com uma série [TA] em tandem foi identificada constituindo parte do CSB III.

(3) Uma sequéncia formadora de estrutura secundaria em grampo ocorre na regido
controle em dipteros e ortdpteros e sugere-se que esteja associada & origem de replicagfo da fita L

da molécula de DNAmt (Clary & Wolstenholme, 1987; Monforte et al., 1993; Zhang et al.,
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1995). A sequéncia da estrutura secundaria de Drosophila foi indicada no alinhamento 3 (Figura
18), onde observa-se uma associagdo com o subdominio CSB IV. As sequéncias formadoras de
estruturas secundarias na regido controle das espécies analisadas neste trabalho também estéio
presentes na regido do sub-dominio CSB IV, e sdo ainda observadas associadas com outros CSBs
do dominio A.

(4) Em seguida a esta estrutura secundaria, seria esperado um bloco de sequéncias ricas
em G+A, porém, devido a baixa similaridade da sequéncia nucleotidica primdria entre as espécies
estudadas, sugere-se que este elemento possa ser taxon-especifico. Verifica-se no sub-dominio
CSB VI e, em seguida ao CBS VII, uma frequéncia maior de Gs, indicando a possivel ocorréncia
deste elemento estrutural para estas espécies.

Além destas sequéncias especificas, pode ser observado em seguida ao elemento rico em
G+A, um trecho de poli-A a partir do qual as sequéncias assumem caracteristicas proprias do
dominio B da regido controle. Este elemento poli-A indica a existéncia de uma sequéncia de Ts
em tandem na cadeia oposta do DNAmt, caracterizando o inicio do dominio A no sentido 5°— 3’.
Lewis et al. (1994) observaram a ocorréncia de um elemento de sequéncia conservado (poli-T)
presente na cadeia oposta a fita que apresenta o outro poli-T adjacente ao gene tRNA™ em
Drosophila. A presenga de trechos com séries de timina ainda ndo estd associada a uma fungfo
especifica, mas acredita-se que possam agir como um fator determinante na caracterizagio da
origem de replicagdo em Drosophila associado aos dominios conservados. E interessante citar
que na regido controle de mamiferos, Gemmell et al (1996) registraram 7 sequéncias
polipirimidinicas descritas como sitios potenciais de liga¢do da proteina mitocondrial associada a
DNA simples fita (“mtSSB-protein”), previamente identificada por Mignotte ef al. (1985). Esta
proteina associa-se especificamente a regides simples fita polipirimidinicas. Ainda em
mamiferos, dois dominios conservados (CSB1 e¢ CSB2) foram identificados como sitios de
ligagdo preferencial do fator de transcrigdo mitocondrial (MTF) € da mtSSB, alertando para as
propriedades funcionais destes dominios (Gemmell et al., 1996).

Gemmell ef al. (1996) analisando os padrdes de conservago estrutural da regido controle
em estudos comparativos entre mamiferos, observaram que as estruturas de sequéncia consenso
da regifio controle do grupo Monotremata ¢ da origem de replicagio do cromossomo bacteriano
(OriC) consistem de blocos de sequéncia conservados intercalados. Apesar dos blocos de

sequéncia conservados bacterianos ndo apresentarem relagdo em sequéncia primaria com as
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sequéncias conservadas do dominio central de Monotremata, a organizagdo geral da OriC
assemelha-se aquela da regidio controle do DNAmt de mamiferos. Southern ef al. (1988) sugerem
que esta caracteristica deve ser reflexo da origem procariota do sistema genético da mitocdndria,
ou entfio, o padrio de sequéncias conservadas e variaveis intercaladas representa uma organizagéo
estrutural extremamente eficiente para a origem de replicagdo genomica e evoluiu

independentemente, por convergéncia, em cada um destes sistemas genéticos.

3.3. Estruturas Secundarias do DNA Mitocondrial

O estudo do potencial de formagdo de estruturas secundérias através da analise de
sequéncias envolvidas na formagdo de “grampos” termo-estiveis no dominio conservado (A) da
regido controle destas espécies, apresenta um interesse especial devido a evidéncias que sugerem
que a replicagdo de moléculas de DNA circulares ¢ iniciada dentro ou proximo de estruturas com
estas caracteristicas (Zannis-Hadjopulos et al., 1988).

Neste trabalho, alguns critérios foram estabelecidos para a escolha das estruturas
secunddrias potenciais formadas na regifio proximal ao gene do tRNA™ da regiio controle
(dominio A): (1) a andlise dos dados disponiveis na literatura para as espécies de Drosophila; (2)
as propriedades termodinidmicas destas estruturas, garantindo a formagdo de grampos
energeticamente estaveis; (3) a localizagdo relativa destas estruturas dentro da regido controle; (4)
a associagfio destas sequéncias formadoras de grampo as regides conservadas (CSB) do dominio
A; (5) os padrdes de similaridade conformacional assumido entre as espécies analisadas; € (6) a
presenga de elementos de sequéncia [TATA] e [G(A),T] nas regides proximas a estrutura
proposta para a maioria das espécies analisadas.

Apesar da predominancia de estruturas secundarias em forma de grampo, conformagdes
estruturais envolvendo formas em trevo ou cruciformes foram também observadas na regido
controle de vertebrados e parecem estar associadas com fung¢des regulatorias (Brown ef al., 1986;
Hoelzel et al., 1991 ; Gemmell et al, 1996; Marshall et al., 1997). Neste trabalho, estruturas
apresentando um eixo principal derivando grampos laterais foram observadas para C.
hominivorax, Estrutura II (Figura 13), C. macellaria, Estrutura I (Figura 14), P. eximia,
Estruturas II e III (Figura 15) e D. hominis, Estrutura III (Figura 17). As demais estruturas

descritas formam grampos simples.
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A andlise da formagdo de estruturas secundérias identificou que a estrutura 1 de C.
hominivorax. (Figura 13a) apresenta uma energia livre de -8.2 kcal/mol, similar a
termoestabilidade da estrutura descrita para espécies de Drosophila (Inohira et al., 1997 - Figura
12). Enquanto que a localizagio da estrutura II na regido controle de C. hominivorax (Figura 13b)
se assemelha em posigdo a estrutura presente em Drosophila. Apesar da formagdo espontanea de
duas estruturas na regido controle de C. macellaria, o valor de energia associado a estas
formacdes estd abaixo dos encontrados para C. hominivorax, enquanto a estrutura I possui uma
conformagdo estrutural semelhante a estrutura I descrita em P.eximia. A estrutura II de C.
macellaria (Figura 14b) mapeia em uma regifio equivalente as sequéncias envolvidas no grampo
de Drosophila. Foi ainda observado que a Estrutura II de P. eximia (Figura 15a) é equivalente em
parte a estrutura II descrita para C. hominivorax (Figura 13b).

Zhang et al. (1995) observaram que nfo existe similaridade de sequéncia significativa
entre as regides envolvidas na formagéo de estruturas secundarias entre espécies de Drosophila e
Orthoptera, sendo que as principais similaridades encontradas seriam (1) a conformag&o estrutural
em forma de grampo, (2) a conservagdo das sequéncias adjacentes ao grampo e, (3) a localizagdo
relativa desta estrutura na regifo controle e, possivelmente, os elementos conservados [TATA] e
[G(A),T] seriam sinais de reconhecimento especificos para a interagdo de fatores trans-ativadores
com a estrutura secundaria.

Marshall e Baker (1997), verificaram que entre espécies de aves e vertebrados de modo
geral, a composi¢do de bases, os elementos de sequéncia primaria, a formacdo de estruturas
secundarias ¢ a ordem dos genes adjacentes a regido controle se mantém conservados. Estes
autores concluem que apesar da fungdo especifica dos CSB ser incerta, sua conservagdo entre
vertebrados sugere que elas sejam fundamentais para as fungdes regulatdrias exercidas pelo D-
loop. Entretanto, os altos indices de varia¢do na regido controle indicam que as estruturas
secundéarias podem ser mais relevantes do que a sequéncia primaria na manutengdo da
funcionalidade dessa regido. Porém, a natureza da estrutura secundaria, em forma de grampo ou
trevo, nem sempre seria um aspecto tio importante para a fungdo da molécula. Estas observagoes
também sdo consistentes com os resultados obtidos na caracterizagdo da regido controle das
espécies causadoras de miiases, revelando um padrio geral de homologia para a organizagéo
estrutural de sequéncias envolvidas nos sistemas de regulagdo da replicagdo do genoma

mitocondrial animal.
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Em insetos, Clary & Wolstenholme (1987) consideram como origem de replicagdo uma
estrutura secundaria em forma de grampo, encontrada dentro de um elemento de sequéncia
conservado em Drosophila. Monforte et al., (1993) também identificaram a existéncia de sub-
regides em comparagdes entre espécies de Drosophila, capazes de formar estruturas em grampo.
Em D.ambigua, a presenga de uma estrutura secundéria estavel foi comprovada através de
estudos utilizando a nuclease S1 para o reconhecimento de regides especificas envolvidas na
formagdo desta estrutura, permitindo a localizagdo da mesma precisamente dentro do dominio
conservado, a partir da constatagdo de um sitio sensivel a digestio com a enzima.

Neste trabalho, as sequéncias envolvidas na formagdio de estruturas secundarias que
podem ser biologicamente importantes para processos de regulagio, estdo associadas com os sub-
dominios conservados para todas as espécies, principalmente os sub-dominios CSB III e IV.
Entretanto, estudos mais detalhados envolvendo inclusive a caracterizagdo das propriedades
bioquimicas destas sequéncias, como seu potencial de associagiio com proteinas mitocondriais

especificas, se fazem necessarios para esclarecer sua importancia biolégica.

4. Utilidade Filogenética da Regisio Controle do Genoma Mitocondrial

Em insetos, uma das principais questdes envolvendo a caracterizagdo da regidio controle
do genoma mitocondrial, consiste na utilizagdo apropriada dos dados relativos as sequéncias
nucleotidicas desta regido, através de andlises comparativas baseadas na identificagiio de padrdes
de homologia.

Uma vez caracterizada a regifo controle do genoma mitocondrial destas espécies, tendo
sido abordados os aspectos estruturais ¢ os padrdes de organizagdo geral desta regido, torna-se
possivel a avaliagfo da utilidade destas sequéncias ricas em A+T da regidio controle para fornecer
dados informativos no estabelecimento das relagdes filogenéticas neste grupo de espécies.

Existem controvérsias a respeito da variabilidade da regido controle, fundamental para a
abordagem das relagdes filogenéticas. Em insetos, alguns estudos indicam que a regido controle
pode ndo representar a sequéncia mais variavel do genoma mitocondrial (Caccone ef al., 1996;
Zhang & Hewitt, 1996). A reduzida variabilidade desta regido pode estar sendo determinada por
alguns fatores. A regido controle, sendo extremamente rica em A+T, parece estar sob pressdo de
mutacdo a favor deste desvio. Assim as vias de mutagfo possiveis, limitadas a eventos AT e

G/C—A/T favorecem o acimulo de mutagdes reversas e convergéncias (Simon et al., 1994),
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causando um decréscimo na taxa evolutiva observada. Além disso, os sitios G ou C remanecentes
na sequéncia podem conferir propriedades funcionais importantes, ndo contribuindo como
elementos indicadores de variabilidade genética.

O potencial informativo da regifio controle pode ser discutido tanto do ponto de vista da
analise filogenética interespecifica, como na abordagem das relagdes intra-especificas. Segundo
Zhang et al. (1997), para as espécies que possuem regides controle com dominios conservados,
como a regido controle do grupo I, caracteristica de Drosophila, os estudos filogenéticos devem
ser elaborados utilizando-se o dominio conservado. Estudos onde ndo foi possivel utilizar a
variabilidade genética da regiio A+T para a obtengdo de sitios informativos (Taylor et al., 1993)
normalmente utilizaram sequéncias com elevado conteudo de A+T (95 - 96%) e analisaram um
tamanho de regido controle significativamente reduzido (~350 pb).

Nei (1991), demonstra através de simulagdo em computador, que o método de Neighbor-
joining proposto por Saitou & Nei (1987) ¢ um dos métodos de distincia mais eficientes para a
recuperagio da topologia correta para um conjunto de espécies correlacionadas. Neste trabalho, as
arvores obtidas por Neighbor-joining (NJ) ¢ Méxima parciménia (MP), resultaram na mesma
topologia recuperando os padrdes de relagSes interespecificas propostas.

A partir das arvores filogenéticas obtidas para estas espécies (Figuras 10 e 11), foram
verificadas inconsisténcias em relagdo as topologias apresentadas quando da utilizagéo das
sequéncias totais da regidio A+T na analise filogenética, incluindo os dominio A e B; quando
comparadas aquelas obtidas considerando-se somente as sequéncias do dominio A da regido
controle. Supde-se que o padrdo de relagdes apresentado pelas arvores derivadas da analise das
sequéncias completas desta regido, pode estar comprometido devido as frequentes homoplasias,
delegBes e repeti¢bes caracteristicas, principalmente, do dominio varidvel B. Especialmente a
espécie Dermatobia hominis, contribui para restringir a confiabilidade do alinhamento,
apresentando longos trechos com repetigdes dinucleotidicas constituidas por pares [pirimidina-
purina]. Estas repeti¢bes estdo intimamente associadas ao tamanho da regido A+T, que nesta
espécie atinge aproximadamente 1800 pb. Assim, a inclusdo de uma regido de evolugdo répida
com estas caracteristicas, dominio B, parece ndo ser apropriada para resolver as relagdes
filogenéticas entre os niveis taxondmicos abordados.

Apesar dos valores encontrados para BCL (grau de confianga do “bootstrap”) e CP (grau

de confianga do teste-t serem maiores para a arvore de Neighbor-joining construida a partir da
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sequéncia nucleotidica da regido controle como um todo (BCL= 48 e CP= 31), a interpretagdo
desta topologia parece ndo ser conclusiva entre Chrysomya e Phaenicia, uma vez que C.
megacephala, uma espécie originaria do Velho Mundo, apresenta-se posicionada entre P. eximia
e 0 género Cochliomyia, todas espécies caracterizadas por sua distribuicdo Neotropical.

Alguns critérios foram definidos para o estabelecimento de quais sequéncias da regido
controle seriam mais informativas, permitindo a resolu¢do filogenética nestas espécies. Os
pardmetros avaliados indicaram o dominio A como mais adequado para averiguar os padrdes de
relagGes interespecificas, devido as seguintes caracteristicas: (1) o carater conservado deste sub-
dominio, minimizando a incidéncia de homoplasias (convergéncias, mutagdes reversas ¢
paralelismos); (2) a obteng@o de um alinhamento mais consistente e confidvel, distribuindo mais
adequadamente os “gaps” e ambiguidades; e (3) devido a auséncia de extensos eventos de delecdo
e insercdo e/ou repeticdes de sequéncias, ndo compromentendo o alinhamento e,
consequentemente, os sitios utilizados nas inferéncias filogenéticas.

A andlise da familia Calliphoridae resultou no agrupamento das espécies do género
Cochliomyia (C. hominivorax e C. macellaria) que apresentaram as menores distdncias genéticas.
Associado a este grupo, assumindo uma posig¢do intermediaria na arvore, foi identificada P.
eximia, que apresenta também uma distribuigdo Neotropical. A espécie invasora do continente
americano, C. megacephala, originalmente do Velho Mundo, foi posicionada em um ramo mais
distante das demais espécies de Calliphoridae analisadas. O género Phaenicia apresenta uma
distribuicdo Holoartica, sendo constituido em sua maioria, por espécies originalmente e
predominantemente, distribuidas nas regides Paleartica e Etiopica (Zumpt, 1973). Porém, este
género apresenta um padrdo de distribuigdo mais amplo e abrange espécies que sdo ectoparasitas
facultativos, ao longo de sua distribuigdo geografica, comportamento que foi recentemente
registrado para P. eximia (Azeredo-Espin & Madeira, 1996). Stevens & Wall (1997) verificaram
que algumas espécies do género Phaenicia podem apresentar-se como saprofagas, enquanto que
sob diferentes condigdes ambientais, podem manifestar o comportamento de parasitas
obrigatorios.

A andlise de espécies do género Phaenicia, tem demonstrado que este grupo parece estar
evoluindo para o estabelecimento de uma interessante estratégia adaptativa relacionada ao habito
de causar mifases (Stevens & Wall, 1997). Esta estratégia pode estar conferindo uma maior

plasticidade fenotipica para P. eximia, favorecendo a ocupagéo de novos nichos e corroborando a
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sua posigdo intermediaria entre espécies causadoras de miiases primdrias nas arvores obtidas
(Figuras 10 e 11).

As arvores de NJ posicionaram D. hominis como grupo externo com relagéo as espécies
de califorideos. Esta espécie foi incluida nas analises filogenéticas por ser considerada uma das
principais causadoras de miiase primaria na regido Neotropical e por pertencer a uma familia
caracterizada por estratégias evolutivas especializadas quanto ao parasitismo.

A hipétese da evolugdo do parasitismo por miiases a partir de uma origem saprofaga,
proposta por Zumpt (1965) sugere uma tendéncia evolutiva de espécies adaptadas em carcacas
em direcdo a espécies causadoras de miiases obrigatérias, que se alimentam de tecidos vivos dos
hospedeiros. A evolugdo deste habito, ndo parece envolver obrigatoriamente uma origem
monofilética deste carater. A hipétese de uma possivel origem polifilética, corroborada pelos
dados obtidos, fornece uma explicago mais parcimoniosa para a evolugo deste parasitismo entre
espécies dos diferentes géneros da familia Calliphoridae.

Uma dificuldade adicional que compromete, em parte, a ilustragdo dos padrbes de
relagdes interespecificas neste grupo, ¢ a escassez de estudos mais amplos e concordantes com
relagdo a distribuigdo geogréafica destas espécies associados a estudos de morfologia, biologia
basica e aspectos comportamentais das moscas causadoras de miiases. Estudos mais detalhados
sobre as relagdes entre estas espécies sdo fundamentais para esclarecer a historia evolutiva deste
grupo. A inclusdo de uma maior representatividade no nimero de espécies analisadas, com a
utilizagdo de diferentes marcadores moleculares, permitird explorar os mecanismos evolutivos
responsaveis pela diversidade de comportamentos nos varios niveis de parasitismo apresentado

pelas espécies desse importante grupo.
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CONCLUSOES

1. Para as espécies estudadas, a amplificacio das regides relativas aos genes dos
rRNA12S, rRNA16S, das subunidades COI/II, ND2 e citocromo b baseadas na localizagdo dos
primers em sequéncias previamente descritas, vieram a confirmar a conservagdo em tamanho e
em organizagio do conteiido génico caracteristico do DNAmt animal, onde estas regides génicas

apresentaram homologia com o modelo estabelecido para Drosophila yakuba.

2. A estratégia de amplificacdo da regido controle envolvendo uma etapa adicional de
reamplificacdo dos produtos de PCR, com primers internos, foi fundamental para aumentar a
especificidade da reagdo, garantindo a recuperagdo eficiente da regido A+T para as espécies

estudadas neste trabalho.

3. Andlises preliminares tiveram éxito na amplificagdo da regido controle de um espécime
de C. hominivorax fixado em alcool 70% e de um espécime de P. eximia conservado em
insetario. Com a disponibilidade de material biolégico mantido em condi¢cdes adequadas de
preservagdo, em cole¢des entomoldgicas e de museus, os padrdes de variabilidade previamente

existentes para estas espécies podem ser recuperados.

4. A frequéncia e a natureza das substitui¢des nucleotidicas da regido controle, indicam
uma evolugdo no sentido da manutengdo de um desvio significativo a favor de nucleotideos A+T,

possivelmente associado a dindmica energética do sistema de replicagdo do DNAmt de insetos.

5. Com a identificagdo de um dominio conservado préximo do gene tRNA™ (A) e um
dominio varidvel na porgdo 5’ desta regido (B), foi verificado que taxas evolutivas distintas atuam

independentemente sobre esta regido nio codificadora.
6. Através da construgdo de primers especificos para os diferentes dominios da regifo

controle, a amplificagdo de sequéncias nestas regides pode ser eficientemente otimizada

permitindo a recuperacdo de praticamente qualquer sequéncia dominio-especifica.
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7. A identificacio de sub-dominios de sequéncia conservada (CSBs) e estruturas
secunddrias energeticamente estaveis no dominio A indica a presenga de possiveis elementos
regulatorios em cis, que parecem ser sitios potenciais de interagdio com o sistema de

replicagdo/transcri¢do do DNAmt destas espécies.

8. Devido a consisténcia do alinhamento, as sequéncias do dominio A se mostraram mais
apropriadas para indicar as relagdes filogenéticas. As sequéncias especificas do dominio variavel
(B) da regifio controle permitiram a identificagdo de marcadores diagnosticos para o estudo em

nivel intraespecifico de polimorfismos genéticos e estrutura de populagdes destas espécies.

9. O padrio de relagdes filogenéticas derivado da analise de sequéncias da regido controle
demonstra o potencial deste marcador genético em estabelecer associagdes evolutivas entre estas
espécies causadoras de miiases. Através da ampliagdo desta analise para outros géneros e espécies

da familia Calliphoridae, sera possivel inferir sobre a origem evolutiva do habito de parasitismo.

10. Uma vez estabelecida a caracterizagdo estrutural da regido controle, ampliam-se as
perspectivas para elucidagdo da interagdo de possiveis sequéncias regulatérias (CSBs e estruturas
secunddrias) com fatores mitocondriais envolvidos no sistema de replicagéo/transcri¢éo deste

genoma.
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