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I. INTRODUGAO

1. Dermatobia hominis

1.1. Biologia da Espécie

Dermatobia hominis ou mosca do berne, como é popularmente conhecida no Brasil,
pertence a familia Cuterebridae que, juntamente com Calliphoridae e Sarcophagidae, sao
consideradas as principais familias de moscas causadoras de miiases (Guimaraes et al, 1983).

"Miiase € a infestagdo de vertebrados vivos por larvas de dipteros, as quais, pelo menos
durante um certo periodo de seu desenvolvimento, se alimentam de tecidos vivos ou mortos do
hospedeiro, de suas substancias corporais liquidas ou alimento por ele ingerido" (Zumpt, 1965).
Quando a infestagdo se da em tecidos vivos, como por D. hominis, é denominada primaria e
quando ocorre em tecidos necrosados é considerada secundaria.

D. hominis é um parasita obrigatério durante a fase larval, conforme a classificagéo
parasitolégica de Patton, 1922 (em Hall and Wall, 1995). Os adultos, cujo periodo de vida em
laboratério varia de 2 a 11 dias (Ribeiro et a/,1993), possuem as peg¢as bucais atrofiadas, e as
necessidades nutricionais necessdrias para esta fase sdo supridas pela energia armazenada
durante o estagio larval (Hall and Wall, 1995).

Essa espécie possui uma distribuigdo neotropical, sendo encontrada em todos os paises
das Américas Central e do Sul, exceto Chile, e em algumas ilhas do Caribe (Roncalli and Usher,
1988; Uribe et al, 1989; Mateus, 1977). Ocorre em florestas, principalmente nas margens de
matas primarias e secundarias, florestas galeria e planta¢gées de Eucaliptus (Andrade, 1929, em
Guimaraes et al, 1983). No Brasil, € encontrada principalmente nos estados de Sao Paulo, Mato

Grosso, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia, em areas com altitudes entre 400
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a 1.500 metros, umidade relativa do ar alta e temperatura moderada (Neel et al, 1956; Moya-
Borja, 1982; Roncalli and Usher, 1988).

A mosca do berne utiliza insetos vetores para a dispersao de seus ovos, principalmente
moscas e mosquitos zodfilos, presentes nas proximidades da area de pasto ou nos currais
(Guimaraes et al, 1983; Ruiz-Martinez et al, 1996). Os insetos sdo capturados pelas fémeas de
D. hominis durante o véo e os ovos depositados na por¢do média ventral de um ou ambos os
lados do abdémem do vetor (Artigas e Serras, 1965). Estes ficam dispostos na forma de cachos
em numero variavel, com até 800 ovos, fortemente aderidos entre si e ao vetor por meio de uma
substancia adesiva (Cogley and Cogley, 1989). Devido a este comportamento, a identidade do
adulto da mosca do berne é frequentemente ignorada, incriminando-se uma série de insetos
como sendo os responsaveis pela miiase. Os vetores sdo numerosos e pertencem a varias
familias: Culicidae, Simuliidae, Tabanidae, Faniidae, Anthomyiidae, Muscidae, Sarcophagidae,
Calliphoridae e Ixodidae, todas da ordem Diptera, com exceg¢do da ultima, que pertence a
ordem Acari (revisao em Guimaraes et al, 1983).

O tempo de incubagao dos ovos é de, em média, 5 dias (revisdo em Ribeiro e Oliveira,
1987), mas as larvas podem eclodir depois de um periodo de tempo consideravel, de 5 a 20
dias a 28°C (Mourier and Banegas, 1970, em Hall and Wall, 1995), o que pode ajudar no
processo dispersivo da larva.

Quando o inseto vetor pousa no hospedeiro, a larva de primeiro instar eclode em
resposta ao subito aumento de calor (Mourier and Banegas, 1970, em Hall and Wall, 1995),
penetrando na derme no primeiro local de contato ou andando por um certo tempo para entao
perfurar e invadir os tecidos subcutaneos do hospedeiro, onde ird permanecer até completar
seu desenvolvimento (Guimaraes et al, 1983). Poucos dias depois desenvolve-se um furdnculo
no local da penetracdo; nos primeiros estagios do desenvolvimento larval origina-se um
pequeno orificio respiratorio no furinculo que, posteriormente, fica parcialmente oculto por

secrecdes purulentas e outros exudados (Guimaraes et al, 1983). Nao existem dados precisos
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sobre a duragdo dos estadios larvais. Segundo Dunn (1930), em Guimaraes et al (1983), o
primeiro estadio é de 12 dias; o segundo estadio é de 18 dias e o terceiro, de 18 dias, num total
de 48 dias. No gado, a duragéo do estagio larval é de 40-60 dias, dependendo da estagdo do
ano; na estagéo seca pode durar até 120 dias.

Ao atingir a maturidade, a larva abandona o hospedeiro e cai no solo, onde penetra e
ocorre a fase de pupa (Guimaraes et al, 1983). A duragdao média da fase de pupa & de 26 dias e
é dependente de condigdes ambientais (Ribeiro e Oliveira, 1987). Zeledon (1957), em Moya-
Borja, 1982, observou que temperaturas baixas aumentam a duragéo do periodo de pupa e que
em temperaturas altas (35°C) nao ocorre emergéncia de adultos. Existe também uma relagao
positiva entre o grau de infestagao do gado e temperatura e umidade relativa do ar; Bellato et al,
(1986), e Magalhaes e Lima (1988), concluiram que as infestagdes ocorrem durante o ano
inteiro, aumentando apds o inicio da estagdo de chuvas e atingindo o pico maximo em pleno
verao. D. hominis pode ter 3 geragdes por ano (Lombardero and Fontana, 1968, em Moya-Borja
et al, 1993), com adultos, ovos, larvas e pupas sincrénicos (Andersen, 1902, em Moya- Borja et
al, 1993).

Os dados disponiveis na literatura sobre a biologia e comportamento da espécie sao
relativamente escassos e, muitas vezes, contraditérios. As observagdes realizadas diretamente
no campo por pesquisadores, como grau de resisténcia de diferentes ragas de bovinos ao berne
(Oliveira e Alencar, 1990; Thomas, 1988), ndo chegam a um consenso. Esta situacdo é
compreensivel, desde que a fase adulta da mosca é curta e ndo ha um método eficiente de

criacéo da espécie em laboratério (Zeledon e Silva, 1987).

1.2. Importancia Economica

D. hominis é a principal causadora de miiase primaria no rebanho bovino brasileiro e

uma das mais importantes pragas da pecudria nacional. Sua importdncia econdémica é
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evidenciada pelo retardo do crescimento do animal severamente parasitado, queda de
producdo de leite, desvalorizagdo do couro devido as perfuragdes de carater irreversivel
causadas pela larva (Moraes et al, 1986), altas despesas para aquisi¢éo de bernicidas e tempo
dispendido para o combate as larvas (Costa e Freitas, 1961; Serra, 1963)

O Brasil possui um rebanho bovino estimado em cerca de 120 milhdes de cabegas, que
deveria produzir, aceitando-se uma taxa anual de abate de 12%, ao redor de 14,4 milhdes de
pecas de couros por ano. Entretanto, segundo informagdes do Centro de Industrias de Curtume
do Brasil (CICB) apenas 15% deles (2,16 milhdes) sdo classificados como de primeira
qualidade, com o restante sendo designado como de segunda categoria ou refugo (Moraes et
al, 1986); 30% desses estragos sdo causados pelo berne (Horn e Arteche, 1984). Horn e
Arteche, 1985, informaram que o berne, a bicheira e o carrapato causam anualmente perdas de
727,6 mil toneladas de carne e 1,6 milhdes de litros de leite, além de o pais ter que importar,
anualmente, 25 milhdes de délares em peles e gastar 50 milhdes com medicamentos para o
seu combate.

Além de bovinos, o berne parasita outros animais domésticos, tendo sido registrado
inclusive casos de infestagao de aves (tucano e peru;, Sambon, 1922, em Cogley and Cogley,
1989). A infestagdo humana por D. hominis também é comum, e pode causar sérios danos,
dependendo do local de instalagdo da larva. A grande maioria dos casos reportados na
literatura sdo de miiases dérmicas, mas oftalmomiiases, rinomiiases, tumores iliacos e miiases
cerebrais, que sao fatais nos casos em que a larva penetra na porgao fibrosa da fontanela de
criangas, também ocorrem (Rossi e Zucoloto, 1972, Guimaraes et al, 1983 ).

Com o aumento de viagens aéreas intercontinentais nas ultimas décadas, casos de
infestagdo humana e de animais domésticos de pequeno porte, como caes (Roosje et al, 1992,
em Leclerq, 1995), tém sido relatados em paises onde esta espécie ndo ocorre naturalmente,
como Australia (Rubel et al, 1993), Bélgica (Leclercq, 1995), Canada (Johnston and Dickinson,

1996), Espanha (Latorre et al, 1993, Arocha et al, 1996), Finlandia (Reunala et al, 1990), Franga
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(Szczurko et al, 1994), Jamaica (Sue-Ho and Lindo, 1995), Nova Zelandia (Murdoch et al, 1996)
e Reino Unido (Bowry and Cottingham, 1997).

Esse tipo de situagdo pode ser considerada de risco, ja que existe a possibilidade de
introdugdo da espécie em outros continentes por meio dos animais ou humanos infectados,
onde poderia também se tornar uma praga da pecuaria. Casos de introdugéo de Cochliomya
hominivorax e Chrysomya bezziana, espécies causadoras de miiases primarias no Novo e
Velho Mundo, respectivamente (revisiao em Spradbery, 1994), mostram que é necessario se
fazer um programa de combate ou, no minimo, de controle dessas espécies nocivas em suas
areas de origem. Esse controle s6 sera efetivo quando a biologia, comportamento, variabilidade
genética e dinamica das populagdes das espécies forem conhecidos em toda sua area de

distribui¢cao original.

1.3. Métodos de Tratamento

Atualmente, os métodos de tratamento incluem os chamados "caseiros", que se baseiam
no asfixiamento da farva com substancias como fumo, cinzas de cigarro e bacon, e o uso de
inseticidas organofosforados, tais como Ivermectin, Doramectin, Abamectin e Closantel
(Roncalli and Usher, 1988; Moya-Borja et al, 1993; Cruz et al, 1993). Embora estes inseticidas
sejam eliminados dos tecidos rapidamente, nao restringindo o consumo humano do leite e/ou
carne do animal tratado (Graham et al, 1958, em Maia e Guimaraes, 1986), seu periodo de
eficacia na prevengdo das miiases é curto (30 a 60 dias), tornando esta metodologia
dispendiosa. Além disso, 0 uso continuo de inseticidas pode propiciar o aparecimento de
resisténcia a esses produtos em D. hominis

Existem trabalhos voltados para o estudo da resposta imunolégica do hospedeiro contra
as diferentes fases larvais de D. hominis, sugerindo que a imuniza¢ao do gado pode ter um

papel importante no controle biolégico da miiase (Lello and Peragoli, 1993; Lello and Boulard,
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1990). Para que um programa desse tipo seja implantado com sucesso, é fundamental que se
tenha um conhecimento do nivel de variabilidade intraespecifica e estrutura genética das

popula¢des da espécie.

2. DNA Mitocondrial

2.1. Caracteristicas

O DNA mitocondrial (DNAmt) animal € uma molécula circular de fita dupla,
covalentemente fechada; a regido codificadora, que abrange mais de 90% da molécula, é
composta por 37 genes (2 RNAr, 22 RNAt e 13 RNAm). As sequéncias intergénicas, quando
presentes, sao pequenas, € ndo existem introns, transposons ou pseudogenes. A regido nao-
codificadora, chamada “D-loop” em vertebrados e equinodermos e A+T em invertebrados, esta
relacionada com o inicio da replicagao e transcrigdo (Brown, 1983; Avise et al, 1987).

O tamanho do genoma mitocondrial varia de 15,7 a 17,7 kb em vertebrados e de 15,6 a
36 kb em invertebrados (Avise and Lansman, 1983; Boyce et a/, 1989). O tamanho do genoma
parece ser estavel dentro das espécies e, em muitos casos, dentro de grupos taxonémicos
maiores. As pequenas variages de tamanho, de uma a cerca de 150 pares de bases, séo
resultado de pequenas adigdes ou delegées que podem ocorrer ao longo de toda a molécula. Ja
as grandes variagdes, de cerca de 9,0 kb, sdo resultado de grandes adigdes/delecdes no
genoma, e ocorrem exclusivamente nas regiées nao codificadoras (Brown, 1983; Moritz et al,
1987).

O conteudo génico é relativamente conservado entre os animais multicelulares, mas a
organizagao desses genes difere entre grupos taxondmicos maiores. A comparagéo entre os
mapas génicos de mamiferos e Drosophila sugere que devam ter acontecido muiltiplos eventos

de translocagéo e inversdo, gerando as diferengas observadas na ordem génica (Attardi, 1985).
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Admite-se que ndo ha recombinagdo no DNAmt, mas foram encontradas evidéncias de sua
ocorréncia no nematoide Meloidogyne javanica (Lunt and Hyman, 1997).

A composicédo de bases do genoma mitocondrial, expressa em conteudo de CG, tem
uma grande variagéo dentro do reino animal. Esta varia de 21% em Drosophila melanogaster a
50% em pato doméstico e, no geral, o conteudo total de CG nos invertebrados parece ser
menor do que em vertebrados. Nao se sabe a razdo de existir tal tendéncia, mas, com excegao
de Drosophila, ndo ha uma grande distribuicdo de grupos G ou T no genoma mitocondrial dos
organismos (Brown, 1983).

Os estudos comparativos do DNAmt de varias espécies levaram a elucidagdo da
dindmica da evolugdo do genoma mitocondrial. Brown et al (1979), compararam o DNAmt de
uma variedade de espécies de mamiferos, relacionando-os com a estimativa de tempo de
divergéncia entre as espécies, e concluiram que a taxa de evolugdo do DNAmt é
aproximadamente 10 vezes maior do que a taxa do DNA nuclear cdpia unica (scnDNA) para
espécies que divergiram ha menos de 15 milhdes de anos. Essa taxa de evolugdo diminui, se
tornando igual ou menor do que a do scnDNA, quando o tempo de divergéncia entre as
espécies € maior. Em Drosophila, a taxa de evolugdo do DNAmt e do scnDNA parecem ser
semelhantes, mas quando sao consideradas apenas as regides codificadoras de proteinas, a
taxa de evolugao do DNAmt é 2 a 4 vezes maior do que a do scnDNA. Comparacgées entre as
taxas relativas de evolugéo entre os dois genomas mostram que estas variam de grupo para
grupo, podendo haver diferenga entre os dois subgéneros de Drosophila (Powell, 1997).

Brown et al (1982), comparando sequéncias homédlogas do DNAmt de primatas
superiores, observaram que a taxa de evolugdo é diferente entre os genes. Foi verificado
também que a evolugdo do DNA mitocondrial se da principalmente por substituicdes
nucleotidicas, e que essas substituigbes sdo predominantemente do tipo transi¢cdes, onde uma
base purica ou pirimidica é substituida por outra base do mesmo grupo. Desse modo, na fase

em que a taxa de evolugdo do DNAmt é rapida, muitas das substituicbes ocorrem nas
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sequéncias intergénicas e em posi¢des do codon que ndo causem trocas de aminoacidos nas
proteinas. A diminuigdo da taxa comega quando as substituigdes nucleotidicas levam a
substituicdes de aminoacidos nas proteinas.

A alta taxa evolutiva diferenciada entre os genes, mais o fato de que ao longo da
molécula existe um numero significante de ribonucleotideos incorporados (Attardi, 1985), pode
ser um indicador de que o mecanismo de reparo do DNAmt seja ineficiente (Cann and Wilson,
1983). Como existe um grande numero de mitocondrias funcionais na célula, o DNAmt estaria
livre das restrigées funcionais que atuam no genoma nuclear (Brown, 1983).

O padrao de heranga mitocondrial & predominantemente do tipo materno; a progénie de
ambos os sexos recebe o genétipo materno, mas somente as filhas irdo transmiti-lo as
geragbes futuras (Brown, 1983). Normalmente, os individuos possuem apenas um tipo de
DNAmt em suas células; existem casos, porém, de individuos heteroplasmicos, que apresentam
dois ou mais tipos de DNAmt (Brown, 1983; revisdo em Avise et al, 1987). Existem duas
hipdteses para explicar a heteroplasmia; uma delas é que ela apare¢a em fungao de mutacgdes
de uma linhagem celular (Avise et al, 1987). A outra hip6tese é de que ocorra uma contribuicao
paterna de DNAmt durante a fertilizagdo. Evidéncias de contribuigdo paterna provém de estudos
de Kondo et al (1990). Foi estimado que a propor¢ao de DNAmt paterno por fertilizagdo em
Drosophila € de cerca de 0,1% por geragao; de 4 linhagens originadas de cruzamentos
interespecificos, 3 apresentaram somente DNAmt paterno e uma apresentou DNAmt materno e
paterno.

A predominancia de heranga materna do DNAmt pode estar ligada a mecanismos ativos
celulares, como degradagdo da mitocdndria do espermatozéide, ou vantagem replicativa do
DNAmt materno, como resultado de interagbées epistaticas entre o genoma nuclear e o

citoplasma coevoluidos (Avise, 1991).



2.2. Utilizagdo do DNAmt como Marcador Genético

A partir da década de 80 o DNAmt comegou a ser amplamente utilizado em estudos
evolutivos, principaimente nos niveis intra e interespecificos (Wilson et al, 1985; Powell, 1994).
Devido a suas caracteristicas Unicas (heranga materna e alta taxa de evolugdo), os niveis de
variagéo populacional detectados com essa molécula sido maiores do que aqueles obtidos com
o uso de isozimas, que eram, até entdo, os marcadores moleculares mais utilizados. O DNAmt
também & uma alternativa ao uso do DNA nuclear, pois a andlise dos dados obtidos & mais
simples do que a analise de dados nucleares, j& que nido existe recombinagdo no genoma
mitocondrial (Wilson et al, 1985).

A detecgdo da variabilidade do DNAmt pode ser feita com o uso de endonucleases de
restricdo (RFLP ou construgdo de mapas de restrigdo), ou pelo sequenciamento direto de
regides clonadas ou amplificadas por PCR (Polymerase Chain Reaction) (Wilson et al, 1985,
Simon et al, 1994). Os dados obtidos séo utilizados para a analise de variabilidade intra e
interespecifica, identificacdo de espécies e populagdes, anadlise filogenética, estrutura de
populagées, fluxo génico matrilineal, detecgao de gargalos populacionais, efeitos de fundador e
dindmica de zonas hibridas (Avise et al, 1987; Moritz et al, 1987; Lambert and Millar, 1995).

A distribuicdo e estrutura de populagdes atuais de uma espécie refletem o padrao
histérico de dispersdo de seus individuos, assim como eventos de fragmentagdo de seu meio
ambiente. Avise et al (1987), na tentativa de explicar o padrdo de distribuicdo atual das
espécies, propds a existéncia de 4 grandes categorias filogeograficas no reino animal,
baseando-se no grau de divergéncia entre os haplétipos mitocondriais e localizagdo geografica
dos variantes.

A filogenia do DNAmt pode se apresentar descontinua, ou seja, um conjunto de

haplétipos intimamente relacionados difere de outro conjunto por muitos passos mutacionais.
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Tais conjuntos ou clados podem estar localizados em regides geograficas distintas (categoria )
ou ocorrer em simpatria (categoria Il). Alternativamente, a filogenia pode se apresentar
continua, com haplétipos pouco divergentes entre si; também estes podem ocorrer tanto

alopatricamente (categoria |ll) como simpatricamente (categoria 1V).

2.3. Deteccgao de Variabilidade Genética Através de RFLP

A técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) se baseia na digestao
do DNAmt com diferentes endonucleases de restrigdo, produzindo um numero variavel de
fragmentos da molécula, que sdo posteriormente separados de acordo com seu tamanho por
eletroforese. O grau de similaridade genética dos individuos & proporcional a quantidade de
fragmentos de restricdo compartilhados entre eles (Avise and Lansman, 1983; Nei and Li, 1979;
Nei and Miller, 1990).

Em grupos de espécies que nao apresentam diferengas morfolégicas significativas,
como Anopheles, a analise do DNAmt tem contribuido para a detecgdo e diferenciagcdo de
espécies cripticas (Mitchell et al, 1992; Kambhampati et al, 1992; Conn et al, 1993; Narang et al,
1993), diferenciagdo entre algumas populagdes geograficas de espécies vetores da malaria
(Conn et al, 1993), e relagdes filogenéticas dentro e entre os subgrupos da espécie
(Kambhampati and Rai, 1991).

Kambhampati and Rai (1992), analisaram o DNAmt de populagbes de Aedes albopictus,
e foi verificado que estas apresentaram baixo nivel de polimorfismo, com alguns haplétipos
sendo compartilhados pelas populagdes. Os dados sugerem que essa espécie sofreu uma
expansao recente e que a mistura de haplétipos é resultado de um fluxo génico causado por

intervengédo humana.
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Szalanski et al (1996), ndo encontraram variagdo no DNAmt de Stomoxys calcitrans
entre populagdes do Canada, Nebraska e Texas, o que € um indicativo de que existe um alto
fluxo génico entre elas.

Hale and Beckenback (1985), comprovaram que existe fluxo génico entre o grupo de
espécies cripticas formado por Drosophila pseudoobscura, D. persimilis e D. miranda do
Pacifico Norte, com cada uma das espécies possuindo uma alta variabilidade no genoma
mitocondrial.

Cariou et al (1990), observaram que existe baixo polimorfismo tanto de DNAmt quanto
de isozimas em D. sechellia, fato que é consistente com o pequeno tamanho populacional
dessa espécie.

Latorre et al (1986), analisaram populagbes de D. subobscura nas Ameéricas,
encontrando somente 2 haplétipos mitocondriais, sendo que um deles foi encontrado em
populagbes de ilhas do Atlantico, nenhum em populagbes africanas, e ambos na Europa.
Afonso et al (1990), trabalhando com a mesma espécie no Velho Mundo, confirmaram que
existe estruturacdo das populagdes naturais dessa espécie, tanto localmente como entre os
continentes, de acordo com os dados de outros marcadores moleculares (revisao em Afonso et
al, 1990). Latorre et al (1992), analisando o DNAmt e isozimas de populagdes do Vellho Mundo,
encontraram que as popula¢gdes eram estruturadas para o DNAmt, mas panmitica para os
genes nucleares.

Hale and Singh, (1986, 1987, 1991), analisando amostras D. melanogaster provenientes
de varios continentes, encontraram uma grande variabilidade entre essas populagées
geograficas, causada tanto por variagdo em sitios de restricdo como por heteroplasmia. As
populagdes do Novo e Velho Mundo eram diferenciadas com relagao ao DNAmt, diferentemente
dos resultados obtidos com genes nucleares. As populagdes da América do Norte se mostraram

pouco variaveis, sugerindo que a colonizagao do continente é recente.
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De Salle et al (1987), detectaram variagdo temporal e espacial entre dois haplétipos
mitocondriais de D. mercatorum em uma populagdo no Havai, em contraste com os dados
obtidos com isozimas, que ndo revelaram nenhum padrdo de diferenciagdo entre as
populagdes. Os dados obtidos sdo consistentes com o comportamento de disperséo da
espécie, onde machos e fémeas exibem igual capacidade de migragdo. Dessa forma, existe um
fluxo génico suficiente para homogeneizar as populagbes em relagdo aos marcadores
nucleares, embora este ndo seja tao intenso a ponto de impedir a estruturagao do DNAmt.

Os dados morfolégicos de populagdes de D. silvestris no Havai indicam que existem
duas linhagens diferentes na ilha, apesar de as analises cromossémicas e de isozimas nao
detectarem diferencas genéticas fixadas entre as populagbes do leste e do oeste da ilha
(revisdo em De Salle e Templeton, 1992). A analise do DNAmt confirmou a existéncia dessas
duas linhagens, havendo evidéncias também de que a colonizagdo da parte leste da ilha
ocorreu de norte para sul, baseado nas relagdes entre os haplétipos encontrados (De Salle and
Templeton, 1992)

Diferentes linhagens mitocondriais, geograficamente separadas, foram observadas por
Baba-Aissa et al (1988), em D. simulans. Uma delas é amplamente distribuida mundialmente,
sugerindo que todas essas populagdes tenham a mesma origem. Dentro de cada linhagem, ha
pouca variabilidade mitocondrial, fato também observado por Nigro (1988).

Halliburton and Baker (1993), analisaram o DNAmt de populagbes de D. buzzatti na
Australia, espécie nativa do Brasil e Argentina, e ndo detectaram nenhuma variabilidade
mitocondrial, sugerindo um afunilamento populacional no processo de colonizagdo do
continente. Rossi et al (1996), analisando populagdes dessa espécie provenientes da Argentina
e Peninsula Ibérica, encontraram uma baixa variabilidade entre as populagdes argentinas, e
monomorfismo nas populagdes européias, 0 que sugere que ocorreu também um afunilamento

populacional recente dessa espécie na Europa.
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Tamura et al (1991), analisando a variabilidade de D. sulfurigaster albostrigata, de
distribuigdo continental no Sudeste Asiatico, e D. s. bilimbata, de distribuicao em algumas ilhas
do Oceano Pacifico, observaram que a divergéncia entre as duas subespécies era alta; a
diversidade de haplétipos era maior na subespécie de distribuicdo insular, indicando que a
subdivisdo espacial das popula¢des é o fator principal na determinagdo do polimorfismo do
DNAmt dessa espécie.

Chang et al (1994), analisaram populagdes de D. immigrans provenientes de Taiwan e
encontraram baixa variabilidade entre as populagdes; esse nivel de variabilidade também foi
encontrado para D. formosana no mesmo estudo, e pode estar indicando que ocorreu um
afunilamento populacional durante a recente introdugao das espécies na regiao.

A analise de populagdes de Cochliomyia hominivorax, importante califorideo causador
de miiase, provenientes do continente americano revelou um grande polimorfismo no DNAmt
desta espécie. Roehrdanz and Johnson (1988), analisando populagdes originarias do México,
Jamaica e Estados Unidos observaram alta variabilidade nas amostras provenientes da
Jamaica, sugerindo que esta populagdo poderia ter se originado a partir de individuos da
America do Sul, tendo se separado das populagées continentais ha milhdes de anos.
Roehrdanz (1989), encontrou 16 haplétipos mitocondriais em 30 populagées de C. hominivorax
da América do Norte e Central. Dois desses haplétipos estavam amplamente distribuidos entre
as populagbes (Sul e costa oeste do México) e 14 deles eram exclusivos de algumas
localidades, indicando um pequeno fluxo génico interpopulacional, principalmente entre México
e Guatemala. Esses resultados estdo em desacordo com outros marcadores moleculares
(revisdo em Roehrdanz, 1989).

Taylor et al (1996), analisaram populagbes de C. hominivorax e C. macellaria
provenientes do Caribe, América do Norte e América do Sul. Enquanto as popula¢ées de C.
macellaria nao apresentaram variabilidade, os hapldtipos encontrados para C. hominivorax

foram divididos em trés grupos representativos de cada grande area analisada, sem, no
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entanto, haver uma distribuicio geografica definida, indicando que ocorre fluxo génico entre as
areas.

Narang and Degrugillier (1995), através dos padrées do DNAmt ja conhecidos para C.
hominivorax em sua area original de distribuigdo, puderam confirmar que individuos coletados
na Libia, durante a fase final do programa de erradicacdo da espécie no pais, eram
provavelmente provenientes da América do Sul, e nao do México, América do Norte ou Costa
Rica.

No Brasil, a analise do DNAmt de popula¢gées de C. hominivorax realizadas por Azeredo-
Espin (1993), Infante (1994) e Infante e Azeredo-Espin (1995), revelou uma alta variabilidade
intra e interpopulacional de gendtipos mitocondriais, sugerindo que existem diferentes linhagens
maternas contribuindo para a manutengao das populagdes. Assim como os resulltados obtidos
para as populagdes norte-americanas, observou-se um pequeno numero de haplétipos
distribuidos entre as populagbes e um grande numero de haplétipos locais, evidenciando um
reduzido fluxo génico entre algumas das populagdes, provavelmente associado com a distancia
entre as localidades.

Valle and Azeredo-Espin (1995), detectaram variabilidade no genoma mitocondrial entre
duas populagdes de C. macellaria do sudeste brasileiro. Foram observados 7 haplétipos; sendo
alguns deles exclusivos de certas populagdes, comprovando que diferentes linhagens maternas
sdo responsaveis pela manutengao das populagdes nas diferentes localidades.

Uma vez que ndo existem estudos referentes a variabilidade genética em populagdes
naturais de Dermatobia hominis, neste trabalho foi analisado o DNA mitocondrial para
caracterizar o polimorfismo genético, estrutura de populagbes e alguns aspectos evolutivos

desta importante praga da pecuaéria nacional.
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Il. OBJETIVOS

Caracterizar a variabilidade genética e estrutura de populagbes brasileiras de

Dermatobia hominis, através da técnica de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

do DNA mitocondrial.

15



ill. MATERIAL

Os materiais utilizados foram larvas e pupas de Dermatobia hominis, coletados
diretamente em bovinos parasitados. Os espécimes foram colocados em potes contendo
serragem e mantidos em estufa (27°C, umidade: 90%) por aproximadamente 20 dias, sendo
entdo congelados a -70°C até sua utilizagdo. Algumas larvas foram mantidas em conservantes
quimicos (etanol absoluto, 95% e 70%; solugdo de Carnoy (etanol: acido acético, 3:1); metanol)
a temperatura ambiente logo apds a coleta, até sua utilizago.

As coletas foram realizadas nos municipios de Aragoiania (n=13) e Piracanjuba (n=5) no
estado de Goias, Alfenas (n=37) e Brasépolis (n=22) no estado de Minas Gerais, Ponta Grossa
(n=20) no estado do Parana, e nos municipios de Campinas (n=8), Gar¢a (n=19), Indaiatuba
(n=11), Paraibuna (n=23), Piracaia (n=13), Pirassununga (n=21), Presidente Prudente (n=15),

Sé&o Carlos (n=13) e Sdo Sebastido (n=7), no estado de Sao Paulo (figura 1).
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Localidade Latitude Longitude Altitude Localidade Latitude Longitude Altitude

G MS G MS (m) G M S G MS (m)
1. Alfenas -22545 45 5650 881 8. Piracaia 230314 462129 792
2. Aragoiania | -165443 492705 859 9. Piracanjuba -171810 490100 742
3. Brasopolis | -222825 453627 922 10. Pirassununga | -21 5946 472533 627
4.Campinas | -225420 470339 854 11. Ponta Grossa | -250542 5009 43 969
5. Garga -221238 483922 683 12. Pres. Prudente] 220732 512320 475
6. Indaiatuba | -230525 471305 624 13. Sdo Carlos -220103 47 5327 854
7. Paraibuna | -232310 453944 635 14. Sao Sebastido | -234536 452435 1

Figura 1. Localizagdo dos municipios onde foram realizadas as coletas de Dermatobia hominis.

Os municipios estdo numerados no mapa de acordo com a tabela. GO =- Goias; MG = Minas

Gerais; PR = Parana; SP = S&o Paulo.
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IV. METODOS

4.1. Extragao do DNA

Foi feita a extracdo de acido nucleico total de cada individuo separadamente. O intestino
das larvas foi retirado antes do inicio da extragdo do DNA, evitando-se assim uma possivel
contaminagdo do DNA de D. hominis por parte de eventual material biolégico do animal
parasitado presente no aparelho digestivo da larva. Cada individuo foi colocado em um tubo
Corex contendo 1ml de solugdo tampao de homogenizagao (2M Tris, 5SM NaCl, 50% sacarose,
0,5M EDTA, pH 7,5), e homogeneizado com a ajuda de um macerador. Adicionou-se entao1 mi
de solugdo de lise (2M Tris, SDS 10%, 0,5M EDTA, DEPC). Apds incubagio em gelo por 3
minutos, adicionou-se 2 ml de fenol e em seguida, os tubos foram centrifugados por 10 minutos
a 3.000 g (4°C). Os individuos preservados em conservantes foram incubados em banho-maria
(66°C) por 3 horas, com diferentes concentragdes de proteinase K, apés a adigao da solugao de
lise.

Apbs a centrifugagao, o sobrenadante foi transferido para outro tubo Corex, adicionando-
se 1ml de fenol e 1 ml de cloroférmio/ alcool isoamilico 24:1, com posterior incubagdo em gelo
por 2 minutos, seguido de centrifugagédo por 10 minutos a 3.000 g (4°C). O sobrenadante foi
transferido para outro tubo Corex, acrescentando-se 2 ml de cloroférmio/ alcool isoamilico 24:1.
Adicionou-se entao 1,5 ml de 1xTE, 150 pl de acetato de sédio 3M e 9 ml de etanol absoluto
gelado. Incubou- se a -20°C por 1 a 2 horas, centrifugando-se depois a 11.000 g por 45

minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 1 ml de 1xTE.
Adicionou-se 50 pl de acetato de sédio 3M e 2,75 ml de etanol absoluto gelado. incubou-

-se a -70°C por 30 minutos e centrifugou-se a 11.000 g por 45 minutos. O sobrenadante foi
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descartado, o precipitado seco e ressuspendido em 300 pl de 1xTE. Esta solugéo foi
armazenada em microtubos a -20°C.

O DNA de cada individuo foi digerido separadamente, usando-se 13 endonucleases de
restricdo que reconhecem de 4 ou 6 pares de bases. As enzimas, com os respectivos sitios de
clivagem, que foram utilizadas sdo: BamHI| (G/GATCC), Clal (AT/CGAT), EcoRl (G/AATTC),
EcoRV (GAT/ATC), Haelll (GG/CC), Hindlll (AJAGCTT), Kpnl (GGTAC/C), Mspl (C/ICGG), Pst
(CTGCA/G), Pvull (CAGICTG), Sstl (GAGCT/C), Xbal (T/ICTAGA) e Xhol (C/TCGAG). As
condi¢des de digestao foram as recomendadas pelos fornecedores Gibco-Brl, Pharmacia e New
England Biolabs.

Foram feitos géis de agarose a 0,8% e 1% utilizando-se de 14 a 56 amostras de DNA
por gel, dependendo do tamanho da cuba de eletroforese utilizada, com ADNA/Haelll e
Hindlll/$X147 como marcadores de tamanho molecular. A eletroforese foi conduzida sob uma
voltagem de 20 a 25 V, a temperatura ambiente, por 15 horas.

A transferéncia do DNA péra membranas de nylon foi realizada através da técnica de
Southern blot (Southern, 1975). Desnaturou-se 0 DNA em 250 ml de solugdo de desnaturagao
(50% 0,5M NaOH, 50% 1,5M NaCl) por 1 hora, seguido de 2 horas em 250 ml de solugdo de
neutralizagdo (50% 1,5M NaCl, 50% 1M Tris pH 7,4). A transferéncia do DNA para Nylon
Hybond-N (Amersham) foi feita em 10 x SSC (75mM NaCl, 7,5mM Na citrato, pH 7,0) durante a
noite. O filtro foi lavado em 6 x SSC por 5 minutos a temperatura ambiente, antes da fixagao
dos fragmentos de DNA na membrana, feita em estufa a 80°C por duas horas, ou em UV
Stratalinker 2400 (Stratagene), conforme recomendagao do fabricante. O gel foi corado com
brometo de etidio e visualizado em um transiluminador UV para confirmar a transferéncia do
DNA.

Hibridou-se o DNAmMt com sonda heteréloga de DNAmt de Cochliomyia hominivorax

marcada com ATP ou CTP a **P por “nick translation”. Os filtros foram incubados em solugao
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de pré-hibridizagdo (20x SSC, formamida deioizada, SDS 10%, 50x Denhardt's e DNA de
esperma de salm3o desnaturado) por duas horas a 37°C, e a sonda incorporada a essa
solugao, depois de desnaturada. A hibridizagéo foi feita durante a noite a 37°C. Em seguida, o
filtro foi lavado em solugéo 2 x SSC + 0,5% SDS a temperatura ambiente e posteriormente a
50°C em solugédo 0,1x SSC + 0,1% SDS.

Para a detecgio dos fragmentos de DNA o filtro foi exposto em filme de raio X Kodak
XAR-5 em um cassete provido de intensificador de fluorescéncia a -70°C. O tempo de

exposi¢cao médio foi de 12 horas.

4. 2. Analise dos dados

A analise dos dados foi feita baseando-se nos haplétipos mitocondriais obtidos a partir
dos padrdoes produzidos pelas endonucleases de restricdo. A variabilidade haplotipica e
nucleotidica da espécie foram calculadas utilizando-se as opcbes Generate, D e DA do
programa REAP, versao 4.0 (The Restriction Enzyme Analysis Package; Mc Elroy et al, 1992) e
a analise de estrutura de populagdes foi feita pela opcdo AMOVA (Analysis of MOlecular
VAriance) do programa Arlequin, versado 1.0 (Schneider et al, 1997).

A diversidade haplotipica (h) representa a probabilidade de que dois haplétipos sejam
diferentes na amostra;, este indice é considerado equivalente a heterozigose para uma

populagao diploide.

h =2n (1-2x2)/ (2n -1) (eq. 8.4, Nei, 1987)

onde
x, = frequéncia do haplétipo x na amostra

n = tamanho da amostra
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A variabilidade nucleotidica (n) é a estimativa do numero médio de diferengas

nucleotidicas entre os haplétipos, baseado nos valores de distancia genética (d) entre eles.

n = 2 Xdy/ [n(n-1)] (eq. 1; Nei and Miller, 1990)

onde
n = numero de haplétipos

d.’j = E(k) Mg M dij (k)/ Z(k) M Tk (eq 4: Nei and MiIIer, 1990)

k = numero de classes de endonucleases de restricao

m = numero de sitios de restricdo produzidos por uma dada endonuclease

r = numero de bases de reconhecimento de sitio da endonuclease

d; = (-loge Sy)/r (eq. 3; Nei and Miller, 1990)
Sj=2my m; + m; (eq. 2; Nei and Miller, 1990)
m; = numero de sitios de restrigdo compartilhados entre os haplétipos i e j

m; = numero de sitios de restrigdo do haplétipo i

m; = numero de sitios de restrigao do haplétipo j

Para a estimativa da diversidade interpopulacional ou divergéncia nucleotidica (c) deve-

se subtrair o efeito do polimorfismo intrapopulacional:

O = My — (1, +my)/2 (eq. 10.21; Nei, 1987)
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A analise da distribuicdo dos componentes da variabilidade da espécie pelo método
AMOVA se baseia no nimero de diferengas nucleotidicas observadas entre os haplotipos
mitocondriais (Excoffier et al, 1992). Sao produzidas estimativas dos componentes de variéncia
e indices analogos ao Fst de Wright (1951), que refletem a correlagdo de diversidade
haplotipica em diferentes niveis de subdivisdo hierarquica (intra e interpopulacional, intra e inter
grupos de populagdes).

O grau de diferenciagdo entre um grupo de populagdes pode ser estimado pelo indice

Fst de Wright (1951) modificado para dados hapléides:

Fst=1/(1-2Nm) (Weir and Cockerham, 1984)

onde:

N = tamanho efetivo da populagao

m = taxa de migragao

O0<Fst<1
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V. RESULTADOS
5.1. Padrées de Restrigao

Das 13 endonucleases de restricdo utilizadas para a analise de D. hominis, 5 nao
reconheceram sequéncias especificas no genoma mitocondrial das amostras (Kpnl, Pstl, Pvull,
Xbal, Xhol); as 8 endonucleases restantes foram eficientes para revelar e caracterizar a
variabilidade da espécie, ou seja, clivaram o DNAmt e apresentaram variagao nos padrdes de
bandas gerados: BamHI produziu 2 padrdes; Clal, 4 padrées; EcoRl, 4 padrbées, EcoRV, 6
padroes, Haelll, 13 padroes; Hindlll, 3 padrées; Mspl, 13 padroes e Sstl, 6 padrées (figuras 2 a
9), obtendo-se, no total,\5;/sitios de restricdo, 39 deles polimérficos. O numero e tamanho dos
fragmentos de cada padrao estdo sumarizados na tabela 1; os padrdes foram designados por
letras em ordem alfabética & medida que foram sendo encontrados. Com os resultados obtidos,
estimou-se o tamanho do DNAmt de D. hominis em 17 kb.

Combinando-se os padrdes produzidos pelas endonucleases de restricio marcadoras,
encontrou-se 48 haplétipos mitocondriais nos 227 individuos analisados (tabela 2). Os
haplétipos foram divididos em trés grupos ou clados mitocondriais distintos, com base no
padrao de restricdo apresentado para a enzima EcoRI: enquadram-se no clado | os haplétipos
que possuem o padrao A, no clado |l os haplétipos que apresentam padrao C, e no clado Il os
haplétipos que apresentam padrdao B. O compartihamento do padrdao de EcoRl por um
subconjunto de haplétipos dentro da amostra total, associado com padrdes especificos para as

outras enzimas, € um indicio de ancestralidade comum exclusiva dessas linhagens.
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Tabela 1- Tamanho (kb) dos fragmentos obtidos para o DNAmt de Dermatobia hominis

com o uso de 8 endonucleases de restrigao.

Enzima e Padrao Sitio de clivagem Tamanho dos fragmentos

BamHI G/GATCC
A 10,0; 5,7
B 16,4
Clal AT/ICGAT
A 53;53,47,16
B 53;47;35;19, 16
C 53;4,0;26; 2,2, 1,6; 1,4
D 53;4,7,4,0;1,6
EcoRlI ‘ G/AATTC
A 6,7; 3,5; 3,2;1,9,1,2; 0,9
B 6,7;6,3;2,0; 1,9
C 6,3;4,7,2,0;1,6; 1,2; 1,1
D 8,2; 3,5, 3,2;1,9;0,9
EcoRV GAT/ATC
A 46; 4,1, 3,5;26; 2,1
6,6; 4,1, 3,5, 2,6
C 7,5,6,6; 2,6
D 9,2;41; 35
E 8,1,4,1; 2,6; 2,1
F 4.6; 3,7; 3,5; 2,6; 2,1
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Tabela 1- Tamanho (kb) dos fragmentos obtidos para o DNAmt de Dermatobia hominis

com o uso de 8 endonucleases de restricdo (continuagao).

Enzima e Padrao Sitio de clivagem Tamanho dos fragmentos
Haelll GG/CC
A 8,7;45; 3,8
B 8,7;5,3; 3,2
C 8,7;3,8;3,2;1,7
D 8,3;7,9,06
E 8,2;4,5; 3,8
F 8,7,45; 3,4
G 14,5; 4,5
H 6,8;4,5; 3,8;1,8
I 83,79 09
J ' 11,2; 3,8
L 8,7, 8,3
M 91,79
N 7,9,6,5;1,7
Hindlll A/AGCT
A 55;42; 34,31
B 7,3,5,5; 3,4

C 8542 34




Tabela 1- Tamanho (kb) dos fragmentos obtidos para o DNAmt de Dermatobia hominis

com o uso de 8 endonucleases de restricao (continuagao).

Enzima e Padrao

Sitio de clivagem

Tamanho dos fragmentos

Mspl

A

I O mmoo

Z2Z 2 r o

S

»

mMmmoOoO W >

t

C/ICGG

GAGCT/C

6,8; 5,8; 4,1
15,3; 4,1
9,4;6,8

8,6; 8,1

12,4, 5,8
20,0
7,3;5,4; 4,1
6,8; 5,8; 3,7
8,6, 5,8; 2,6
15,3; 2,6, 1,7
58;,41;41;3,0
8,6,6,8; 13
15,3; 3,6

6,6;4,1;,29; 24,09, 01
11,9; 2,9; 2,4;0,9; 0,1

6,6; 5,1, 4,1, 0,9; 0,1

6,6; 2,9; 2,4,2,2; 2,0; 0,9;0,1
11,9; 5,1; 0,9; 0,1
6,6;4,1,29;24,1,0
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Tabela 2 — Haplotipos mitocondriais de Dermatobia
hominis. A primeira letra do haplétipo corresponde ao
padrao de BamH)I, a segunda ao de Clal, a terceira ao
de EcoRIl, a quarta ao de EcoRV, a quinta ao de
Haelll, a sexta ao de Hindill, a sétima ao de Mspi, a
oitava ao de Ssti.

Clado I- azul; clado lI- vermelho;

Haplétipos
1 AAAAAAAA
2 AADAAAAA
3 AAAAAABA
4 AAAAAAFA
5 AAAAAAGA
6 AAAALAEA
9 BBCBDADA
10 BBCBIAEA
11 AAAAFAHA
12 BBCBDAAA
13 AAAAAABB
14 AAAAEAAA
15 AAAAAADA
16 BBCDMACA
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Tabela 2 — Haplétipos mitocondriais de Dermatobia
hominis. A primeira letra do haplétipo corresponde ao
padrdao de BamHI, a segunda ao de Clal, a terceira ao
de EcoRI, a quarta ao de EcoRV, a quinta ao de Haelll,
a sexta ao de Hindlll, a sétima ao de Mspl, a oitava ao
de Ssfl (continuagao).

Clado I- azul; clado iI- vermelho;

Haplétipos

17 AAAAAAAC
18 AAAAAAEA
20 AAABAAAA
22 BBCCNAFA
23 ' AAAEAABA
24 AAAAAACA
25 AAAAABBA
26 AAAAACAA
27 AAAAGABA
28 BACBDADA
29 BBCAMAEA
30 BBCBIAIA

31 BAAAAAAD
32 AAAFAAAA
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Tabela 2 — Haplétipos mitocondriais de Dermatobia
hominis. A primeira letra do haplétipo corresponde ao
padrdo de BamHl, a segunda ao de Clal, a terceira ao
de EcoRl, a quarta ao de EcoRV, a quinta ao de Haelll,
a sexta ao de Hindlll, a sétima ao de Mspl, a oitava ao
de Sstl (continuagio).

Clado |- azul; clado lI- vermelho;

Haplétipos
33 AAAEAAAA
34 AAAFAABA
36 BBCBIAGA
37 ACAAAAAA
38 _ AAAACALA
39 ADAAAAAA
40 AAAAAAJA
41 AAAAJAAA
42 BBCBIADA
44 BBCDIAGA
45 BBCBMACA
46 AAAAAABC
47 AAAAAANA
48 AAAAAAEF




A partir do tamanho dos fragmentos de restrigdo dos padrbes (tabela 1) e sua
distribui¢ao e frequéncia entre os clados mitocondriais (tabela 3), elaborou-se um diagrama de
interconversdo entre eles, inferindo-se os provaveis eventos mutacionais que ocorreram no
DNAmt dessa espécie durante sua histéria evolutiva recente (figuras 8 a 12). Utilizou-se
critérios de parciménia, considerando-se que eventos de perda de sitios de restricdo sdo mais
frequentes do que os eventos de ganho de sitio (Templeton, 1983), sem, no entanto, descartar
essa ocorréncia.

Cada sitio de restricdo foi nomeado com uma letra e nimero; os sitios de BamHI| foram
designados B1 e B2, os de Clal, C1 a C7, os de EcoRI, E1 a E10, os de EcoRV, V1 a V6, os de
Haelll, A1 a A9, os de Hindlll, H1 a H4, os de Mspl, M1 a M9 e os de Sstl, S1 a S7. A posigao

dos sitios de restricdo no genoma mitocondrial foi definida arbitrariamente.
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Tabela 3 - Frequéncia (%) e distribuicdo dos padrdes de restricdo nos clados mitocondriais

encontrados em populagbes brasileiras de Dermatobia hominis. Os padrées exclusivos

estéo indicados nas cores dos respectivos clados.

Enzima Clado | Clado I
BamH|
A 98,4 100
B 1,6 100
Clal
A 98,4 53 100
B 947
C 1,1
D 0,5
EcoRlI
A 95,2
100
C 100
D 48
EcoRV
A 93,6 53 100
B 1,1 68,4
C 53
D 21,0
E 42
F 1,1
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Tabela 3 - Frequéncia (%) e distribuicdo dos padrées de restricdo nos clados mitocondriais

encontrados em populagdes brasileiras de Dermatobia hominis. Os padrées exclusivos

estdo indicados nas cores dos respectivos clados (continuagio).

Enzima Clado | Clado i
Haelll
A 942
B 52,6
C 0,5
316
E 0,5
F 1,5
G 0,5
I 36,8
J 0,5
L 21 47 4
M 26,3
N 53
Hindill
A 98,4 100 89,5
B 0,5 10,5
C 1,1
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Tabela 3 - Frequéncia (%) e distribuicdo dos padrées de restrigdo nos clados mitocondriais

encontrados em populagdes brasileiras de Dermatobia hominis. Os padrées exclusivos

estdo indicados nas cores dos respectivos clados (continuago).

Enzima Clado | Clado I
Mspl
A 455 53
B 31,2
C 0,5 21,0
D 0,5 31,6 89,5
E 10,0
F 7.4 53
G 0,5 21,0
H 1,6
I 53
J 1,1
0,5
10,5
N 1,1
Ssti
A 88,4 100
B 7.9 94,7
C 1,6
D 16
53
F 0,5
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O padrao B de BamHI representa a molécula de DNAmt linearizada, e difere do padrao
A por apenas um sitio de restrigao (figura 8a). O padrdao A de EcoRV provavelmente gerou os
padrdes E pela perda de V3, B a partir da perda de V4 e F pelo ganho de V6. O padréo B pode
ter gerado C pela perda de V2 e D pela perda de V4 (figura 8b).

Em Clal o padrdao B pode ter originado A pela perda de C5; o padrao A, por sua vez,
provavelmente originou D pelo ganho de C6; o padrao C possivelmente foi gerado por D por
ganho do sitio C7 (figura 9a).

Os padrdes gerados por EcoRl, enzima diagnéstica dos clados, se relacionam por mais
de um evento evolutivo, com excegédo de A e D (figura 9b). O padrao C pode ter originado B
pela perda de trés sitios de restricdo (E8, E9 e E10). O padrdo B provavelmente originou A pelo
ganho de E3 e E6 e pela perda de E7. O padrdo A possivelmente originou D pela perda de um

sitio de restricao (E1).
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a) BamHI

B1 B1
1
B2 T e
b) EcoRV
vi
V5
V2
A 1
V1 /"/1 v4 v3 \V\A V1
Vs 1 Vs V6
v2

Vs wf/ \\ @ )

Figura 8. Diagrama de interconversao entre os padrdes de restrigao
obtidos para o DNA mitocondrial de Dermatobia hominis com as
enzimas BamH| (a) e EcoRV (b). As setas indicam a provavel diregéo
de evolugdo. O numero de perdas ou ganhos de sitios de restrigao
esta indicado. B1, B2, V1 a V6 - sitios de restri¢gao.
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a) Clal

c4 C1 c4 Ct c4 C1 c4 C1
c7
1 1 1
_— —_ _—
- - -
Cc2 c2 C2 C2
b) EcoRl
e E6 E1 E1 E10 E1
3 E5 3 E5
-+ <+— E9
E4 — E4 —>
E4
E7 E8
E3 E7
E2 E2 E2

Figura 9. Diagrama de interconversao entre os padrées de restricdo obtidos
para o DNA mitocondrial de Dermatobia hominis com as enzimas Clal (a) e
EcoRI (b). As setas indicam a provavel direcdo de evolugdo. O nimero de
perdas ou ganhos de sitios de restricdo esta indicado. C1 a C7; E1 a E10 -

sitios de restrigao.
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O padrao A de Haelll pode ter dado origem a 6 padrées (C, E, F, G, H, J), sendo que um
deles (F) foi considerado polimorfismo de tamanho, a partir da analise de digestéo parcial do
padrao A (figura 10). Os padrdes G e J foram originados pela perda dos sitios A1 e A2,
respectivamente; os padrées E e H foram originados pelo ganho de um sitio de restricdo cada
(A4 e A9). O padrao C se originou pelo ganho de um sitio (A5), e pode ter originado o padrao B
pela perda de A3. O padrdo L pode ter se originado de B pela perda de A5. O padréo |
provavelmente foi originado de L pelo ganho de A8, e pode ter dado origem aos padrées D e N
pelo ganho de A7 e A8, respectivamente; o padrdo M possivelmente foi originado por | pela
perda de A2. Por problemas metodologicos, a amostra de DNA do individuo que apresentou
padrdo H de Haelll ndo foi suficiente para a digestdo com as 8 endonucleases, néo sendo

considerado na analise.
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O padrdao A de Hindlll pode ter originado os padrées B e C pela perda de H3 e H2,
respectivamente (figura 11a). O padréo A de Sstl pode ter dado origem aos padrbes B e C pela
perda de S2 e S4, respectivamente; o padrao D provavelmente se originou de A pelo ganho de
S5. O padrdo F pode ter se originado de A, pela perda de S7. O padrdo B possivelmente
originou E pela perda de S4 (figura 11b).

Em Mspl o padrdo A provavelmente originou 4 padroes: B, pela perda de M2; E, pela
perda de M1; L, pelo ganho de M4 e H, que foi considerado um polimorfismo de tamanho, a
partir da analise de uma digestao parcial do padrao A. O padrao B, por sua vez, pode ter gerado
trés outros padrdes, todos pelo ganho de um sitio de restrigdo (G-M7; J-M8; N-M9). O padréo G
possivelmente originou C pela perda de M3. O padréao E pode ter originado | pelo ganho de M5,
que por sua vez pode ter dado origem ao padrao D pela perda de M3; o padréao M pode ter se
originado de D pelo ganho de M6. O padrao F é representado pela molécula linearizada, ndo se
podendo afirmar qual padréo, dentro os cinco possiveis (B, C, D, E e N), teria dado origem a ele

(figura 12).
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a) Hindlll
HA H1
H4‘ 1 H4@ 1 H4
- —
H2 H2
H3

b) Ssti

H1

H3

s7
651 sés1 s6 S1
S4 1 s4 1S4

S3

S3
S2 S3 S2 6 S2

87/‘1 1

86 $1 SG S1

Q@

T1

S7
s6 S1

S3

Figura 11. Diagrama de interconversdo entre os padrées de
restricao obtidos para o DNA mitocondrial de Dermatobia
hominis com as enzimas Hindlll (a) e Sstl (b). As setas indicam
a provavel direcdo de evolugdo. O numero de perdas ou
ganhos de sitios de restricdo esta indicado. H1 a H4, S1 a S7 -

sitios de restrigdo.
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5.2. Caracterizagao dos Clados Mitocondriais e Relagdes Filogenéticas entre os

Haplétipos

Como mencionado anteriormente, os 48 haplétipos mitocondriais foram dividos em trés
clados mitocondriais distintos, baseado na suposi¢ao de ancestralidade comum exclusiva entre
eles.

O clado | esta composto por 30 haplétipos, representados por 189 individuos (tabelas 2
e 5). Além do padrdo A para EcoRI, os haplétipos desse grupo se caracterizam por possuir a
maioria de padrdes do tipo A para as outras endonucleases de restrigdo. Com exceg¢ao do
padréo L, todos os padrées de Haelll apresentados sdo exclusivos do grupo (tabela 3). O
haplétipo 1 aparece como o mais frequente no grupo (33,3%), seguido do haplétipo 3 (19,6%).
Os haplétipos 4, 13 e 18 ocorrem em significativa representatividade (7,4%, 7,9% e 7,4%,
respectivamente) e 24,4% da amoétra € constituida por haplétipos de baixa frequéncia.

O clado |l constitui-se de 12 haplétipos e 19 individuos, representando 8,4% da amostra
analisada. O grupo se caracteriza por apresentar os padrées B para BamHI e Clal, associados
com o padrao C de EcoRI. Neste grupo, os padrdes de Haelll sdo exclusivos. O haplétipo 9 é o
mais frequente da amostra (21,0%); os haplétipos 16 e 36 representam 15,8% da amostra cada
um. Os 9 haplétipos restantes (47,4%) tiveram ocorréncia Unica.

O clado Il esta representado por 19 individuos e apenas 6 haplétipos, todos
apresentando padrdo B para EcoRI. Neste grupo ocorrem apenas dois padrées de Haelll,
sendo um deles exclusivo (B). Os haplétipos 7 e 8 representam 47,4% e 26,3% do clado,

respectivamente. Os 4 haplétipos restantes foram detectados em baixa frequéncia.
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Elaborou-se, manualmente, um diagrama de interconversdo entre os haplétipos
mitocondriais, baseando-se na preseng¢a/auséncia de sitios de restrigao (figura 13). O haplétipo
1 ocupa uma posi¢ao central na arvore, se relacionando com a maioria dos outros haplétipos do
seu grupo por um ou dois passos evolutivos. Os haplétipos do clado |l se relacionam por, no
maximo, trés eventos evolutivos. No clado lll, o haplétipo 8 se relaciona com a maioria dos
haplétipos do grupo, e em todos os casos, por apenas um passo evolutivo. A ligagao entre os
grupos | e Ill poderia ser feita pelos haplétipos 5 e 8, distanciados por 5 passos evolutivos; os

grupos |l e || poderiam se ligar pelos haplétipos 8 e 42, distantes por 8 passos evolutivos.
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Figura 13. Diagrama de interconversao entre os haplétipos mitocondriais de D. hominis.

As barras menores entre os haplétipos representam o nimero de diferencgas de sitios de
restricdo entre eles. Os haplotipos do grupo | estdo representados em azul, os do grupo
Il em vermelho e os do grupo lll em amarelo. As possiveis origens dos haploétipos 4 e 22

estdo indicadas em separado. 50



5.3. Variabilidade da Espécie e Estrutura de Populagdes

A diversidade haplotipica (h) encontrada para a espécie na regido estudada foi de 0,76 e
a diversidade nucleotidica (n) foi de 2,75% (tabela 4). Analisando-se cada clado
separadamente, os indices obtidos foram h = 0,81 e n = 0,85% paraocladol, h=092 e n =
1,41% para o clado Il e h = 0,72 e n = 0,54% para o clado lll. O valor de divergéncia
nucleotidica (o) entre os clados | e |l foi de 1,37%; entre | e lll, 6 = 0,94%, e entre |l e lll, o=
2,00%.

As frequéncias de divergéncia de sequéncia entre os haplétipos mitocondriais dentro e
entre os clados mitocondriais (990 comparagdes) e dentro e entre as populagdes (7.381
comparagdes) estao representadas na figura 14.

Em todas as populagdes analisadas, o clado | € o mais frequente, ou, como no caso de
Campinas, Piracanjuba, Sdo Carlos e S3o Sebastidao, o Unico clado encontrado (figura 15). As
frequéncias dos clados Il e lll variaram conforme as populag¢des; em Alfenas ocorrem os dois
grupos, com o clado lll tendo maior representatividade. Em Brasépolis, Paraibuna, Piracaia e
Ponta Grossa, o clado Il aparece como o segundo clado mais frequente. Nas populagbes de
Aragoiania, Indaiatuba e Pirassununga foi detectado apenas o clado Il, e em Garga e

Presidente Prudente, apenas o clado Il

51



Tabela 4 — indices de variabilidade da espécie e dos clados mitocondriais de Dermatobia

hominis. A variabilidade nucleotidica (n) esta representada na diagonal (%); a divergéncia

nucleotidica (o) entre os clados esta abaixo da diagonal (%); h= diversidade haplotipica.

espécie Clado | Clado Il Clado lli h
espécie 2,75 0,76
Clado | 0,85 0,81
Clado I 1,37 1,41 0,92
Clado lll 0,94 2,00 0,54 0,72
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Figura 14. Histogramas de freqiéncia das divergéncias de segiiéncia

entre os haplétipos mitocondriais (a) intra e interclados e (b) intra e

interpopulacionais de Dermatobia hominis.
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73% Br

Figura 15. Frequéncia dos clados mitocondriais de Dermatobia hominis nas populagées

analisadas. O clado | esta representado em azul, o clado Il em vermeiho e o clado il em
amarelo. Al= Alfenas; Ar= Aragoiania; Br= Brasoépolis; Gr= Garga; Cp= Campinas; |d=
Indaiatuba; Pb= Paraibuna; Pr= Piracaia; Pj= Piracanjuba; Ps= Pirassununga; Pp=

Presidente Prudente; Pg= Ponta Grossa; Sc= Saa Carlos; Sb= S30 Sebastido.

54



A distribuicdo dos haplétipos nas populagdes esta indicada na tabela 5. A diversidade
haplotipica das populagdes variou de 0 (Piracanjuba) a 0,91 (Aragoidnia), com média de 0,76, e
a diversidade nucleotidica variou de 0 (Piracanjuba) a 2,88% (Ponta Grossa e Sdo Sebastizo),
com média de 1,57% (tabela 6). Os indices de divergéncia nucleotidica entre as populagdes
apresentaram valores positivos e negativos, com média -0,01%. Os valores positivos variaram
de 0, 01%, entre Campinas/Alfenas e Campinas/Aragoiania, a 0,55%, entre Campinas e Garga.
O Fst encontrado para a espécie foi 0,07, com 92,91% da variabilidade da espécie concentrada

dentro das populagées (tabela 7).
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Tabela 5 — Numero absoluto dos haplétipos mitocondriais de Dermatobia hominis
nas populacdes brasileiras analisadas. Al=Alfenas, Ar=Aragoiania, Br=Brasopolis,
Cp=Campinas, Gr=Gare¢a, ld=Indaiatuba, Pb=Paraibuna, Pr=Piracaia,
Pj=Piracanjuba, Ps=Pirassununga,Pg=Ponta Grossa, Pp=Presidente Prudente,
Sc=Sao Carlos, Ss=Sao Sebastido.

clado | - azul: clado Il - vermelho;

Haplétipos Localidades
Al Ar Br Cp Gr id Pb Pr Pj Ps Pg Pp Sc Ss
1 1 4 8 1 9 2 5 6 5 7 2 1 1 1
2 4
3 6 1 2 3 3 2 7 5 6 3
4 1 1 1 1 5
5 1
6 1 2 1 |
3 11 1 3
1 1 3
9 1 3
10
11 3
12 |
13 1 4 1 s 1
14
15
16 1 2
17
18 1 1 4 3 1 4
1
20 1 1
2
22 1
23 2
24 1
25 1




Tabela 5 — FreqUéncia dos haplétipos mitocondriais de Dermatobia hominis nas
populagbes brasileiras analisadas. Al=Alfenas, Ar=Aragoiania, Br=Brasoépolis,
Cp=Campinas, Gr=Garg¢a, Id=Indaiatuba, Pb=Paraibuna, Pr=Piracaia,
Pj=Piracanjuba, Ps=Pirassununga,Pg=Ponta Grossa, Pp=Presidente Prudente,
Sc=Sao0 Carlos, Ss=Sdo Sebastido (continuagido).

clado | - azul; clado Il - vermelho;

Haplétipos Localidades
Al Ar Br-Cp Gr id Pb  Pr Pj Ps Pg Pp 8¢ Ss

26 1 1

27 1

28 1

29 1

30 1

3 1 2

32 1
33 1 ‘ 2
34 1

36 3
37
38 1

39 1
40 2

41 1

42 1

44 1
45 1

46 2
47
48 1

Total 37 13 22 8 19 11 23 13 5 21 20 15 13 7
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Tabela 7. Andlise da estrutura de populagdes brasileiras de Dermatobia hominis pelo método
AMOVA. As localidades que pertencem ao mesmo ecossistema foram consideradas
pertencentes a um unico deme.

Fonte de Variagdo | Graus de Soma dos Componentes % de Variagéo
liberdade quadrados da Variancia
Entre grupos 9 7,712 -0,01443 Va -3,31
Entre populagdes
dentro dos grupos 4 3,484 0,04529 Vb 10,40
Intrapopulacional 195 78,890 0,40456 V¢ 92,91

Indices de fixagdo: FST : 0,07
FSC:0,10
FCT: -0,03

Teste de significancia (992 permutacées):
Vc e FST: P = 0,00 +- 0,00
Vb e FSC: P = 0,05 +- 0,01
Vae FCT:P=0,45+-0,02

Grupos = 1) Alfenas
2) Brasépolis
3) Indaiatuba e Campinas
4) Piracaia
5) Garca
6) Presidente Prudente
7) Paraibuna e Sao Sebastido
8) Piracanjuba e Aragoiania
9) Ponta Grossa
10) Sao Carlos e Pirassununga
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VI. DISCUSSAO

O tamanho do DNAmt de Dermatobia hominis foi estimado em 17 kb, valor préximo ao
obtido para alguns califorideos causadores de miiases, como Cochliomyia hominivorax, 16,3 kb
(Roehrdanz and Johnson, 1988; Roehrdanz, 1989; Infante and Azeredo-Espin, 1995),
Cochliomyia macellaria, 16,5 kb (Valle and Azeredo-Espin, 1995), Phaenicia eximia, 16,4 kb
(Azeredo-Espin and Madeira, 1995) e Phormia regina, 17,5 kb (Goldenthal et a/, 1991).

A molécula do DNAmt da espécie apresenta uma variagao de comprimento quando se
compara a soma dos fragmentos dos 51 padrées gerados pelas 8 endonucleases de restricao.
Essa discrepancia de valores deve ser resultado da existéncia de fragmentos de restrigdo muito
pequenos e/ou muito grandes na maioria dos padrdes. A estimativa de tamanho de fragmentos
maiores do que 7 kb ndo é precisa com a concentragao utilizada no gel de agarose (1%), e os
fragmentos menores do que éproximadamente 0,5 kb sao de dificil visualizagdo no
autoradiograma, devido a sua baixa eficiéncia de ligagdo com a membrana durante a
transferéncia por Southern-blot (Sambrook et al, 1989).

O genoma mitocondrial de D. hominis se mostrou altamente polimérfico. A diversidade
haplotipica foi estimada em 0,86, e a variabilidade nucleotidica foi de 2,75%. Os clados
mitocondriais, nos quais os haplétipos foram agrupados, se mostraram igualmente polimérficos

(tabela 4). As diversidades nucleotidicas dos clados | e Il foram equivalentes & encontrada para

C. hominivorax na América do Norte (n = 1,1%; Roehrdanz and Johnson, 1988) e para
populagbes brasileiras do estado de Sao Paulo (& = 0,92%; Infante e Azeredo-Espin, 1995). A

diversidade do clado Il foi equivalente a estimada para C. macellaria no Brasil (t = 0,5%; Valle,

1997).
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Os clados mitocondriais puderam ser definidos primariamente pelo padrao de EcoRI
apresentado pelos haplétipos. Os padrées sdo exclusivos para cada grupo, e s&o os unicos,
dentre os obtidos, que se relacionam por trés eventos de perda ou ganho de sitio de restrigao,
diminuindo a probabilidade de que ocorram padrées homoplasticos desta enzima entre os
clados.

As homoplasias sao definidas como estados de caracteres similares que se originam por
mudangas evolutivas independentes em diferentes organismos; tais semelhangas podem surgir
por convergéncia, paralelismo ou reversdo do carater (Amorim, 1997). A alta taxa de mutagao
do DNAmt, associada com a independéncia dos eventos mutacionais para os nucleotideos,
fazem com que aumente a probabilidade de que ocorram homoplasias entre linhagens
mitocondriais distintas, proporcionalmente ao tempo de separagao entre elas (Avise et al, 1987).

Possiveis homoplasias entre os clados mitocondriais foram inferidas por evidéncias
indiretas. O padrao B de BamHI| apresenta apenas um fragmento de restricdo e pode se
originar, a partir do padrao A, ta-nto pela perda de B1 como pela perda de B2 (figura 8a).
Considerando-se o diagrama de interconversao (figura 13), & razoavel supor que o padrdao B
presente no haplétipo 31 do clado | tenha se originado por um evento mutacional distinto
daquele que originou o padrao B caracteristico dos haplétipos pertencentes ao clado Il.

Da mesma forma, o padrao L de Haelll foi considerado uma homoplasia entre os clados
| e lll. Os padrbes dessa enzima sao exclusivos para os clados, com exce¢édo do padrao L,
presente em haplétipos dos clados | e Ill (tabela 3). Enquanto que quase a metade dos
haplétipos do clado lll apresenta esse padrdo, apenas um haplétipo do clado | (6) o possui.
Esse padrao pode ser gerado pela perda de apenas um sitio de restrigao tanto pelo padrao B
(AB), que representa aproximadamente 52,6% do clado Ill, como pelo padrao A (A3), que
representa 94,2% do clado | (figura 10; tabela 3). O padrao F de Mspl também foi considerado
uma homoplasia entre os clados | e |l, apesar de nao ter sido possivel definir sua origem dentro

de cada clado mitocondrial.
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Na tentativa de minimizar os erros de inferéncias filogenéticas, os padrées que foram
considerados homoplasticos foram utilizados na interconversido entre os haplétipos dentro dos
grupos, mas nao como caracteres para estabelecer as relagdes entre os clados no diagrama de
interconversdo da figura 13. No mesmo diagrama, pode-se observar que apesar do grande
namero de padrdes encontrados dentro de cada clado, os haplétipos se relacionam por no
maximo trés eventos evolutivos.

No clado |, pode-se inferir que o haplétipo 1 € o provavel ancestral do grupo, por ocupar
uma posigéo central na arvore, conectando-se diretamente com a maioria dos outros haplétipos.
Para os clados Il e lll, devido provavelmente a baixa amostragem, tal inferéncia nao foi
possivel. Apenas os dois haplotipos que apresentaram o padrdo F de Mspl (4 e 22) nao
puderam ser posicionados no diagrama de interconversdo entre os haplétipos, pois nao foi
possivel definir a origem de tal padrao.

A presencga de clados mitocondriais, com indices de divergéncia variaveis entre eles, foi
descrita para varias espécies anirﬁais (Avise et al, 1987). Observa-se que clados que possuem
aproximadamente 1% de divergéncia normalmente apresentam distribuicdo alopatrica,
sugerindo que seu aparecimento se deu na auséncia de fluxo génico entre populag¢des isoladas
geograficamente (categoria filogeografica | de Avise et al, 1987). Esse é o caso do cervo
americano Odocoileus virginianus, que, apesar do grande potencial de vagilidade e auséncia de
impedimentos geograficos contemporaneos para a dispersdo, mantém o padrao histérico de
distribui¢do alopatrica dos trés clados mitocondriais observados, divergentes entre si por 2,2%
(Elisworth et al, 1994).

A distribuigao simpatrica de clados mitocondriais com tal magnitude de divergéncia pode
ser explicada como contato secundario entre populagdes evoluidas alopatricamente (categoria
filogeografica Il de Avise et al, 1987). Tal contato pode ser natural, como por exemplo, pela
eliminagdo de barreiras anteriormente existentes a migragao, ou pode ser artificial, mediada

pelo homem. A migragao e fluxo génico recente entre populagbes com linhagens maternas
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distintas, resultando em simpatria de clados mitocondriais foram observados no ganso Chen
careulescens nos Estados Unidos, com 1,1% de divergéncia entre os clados (Avise et al, 1992),
e no chacal Canis mesomelas elongae na Africa, com 8% de divergéncia entre os dois clados
mitocondriais encontrados (Wayne et al, 1990).

Um exemplo de intervengdo humana levando a simpatria € dado pelo estudo de Baba-
Aissa et al (1988). Na espécie cosmopolita Drosophila simulans, os individuos amostrados na
Africa, Europa, Américas, Australia e Japao apresentaram o tipo mitocondrial sill. O tipo sil foi
encontrado em apenas algumas ilhas do Pacifico, e o tipo silll nas ilhas de Madasgascar e
Reunién, em simpatria com sill, que foi explicada como efeito de introdugéo de sill nesses
locais através de transporte humano (David and Tsacas, 1981; Parsons, 1983; Lachaise et al,
1988, em Baba-Aissa et al, 1988).

A divisdo entre as categorias filogeograficas propostas por Avise et al (1987) nao é
rigida. Existem zonas de transi¢cdo entre elas, devido tanto ao grau de divergéncia entre os
clados como a forma de distribuigéo apresentada por eles. Assim, podem existir espécies que
se enquadrem nessas zonas de transicao, e esse parece ser o caso de D. hominis.

Considerando-se o grau de divergéncia entre os clados mitocondriais encontrados, sua
evolugdo ocorreu, provavelmente, em populagdes alopatricas. As frequéncias desiguais dos
clados nas populagdes (figura 15) poderiam ser entdo explicadas por um contato secundario
recente entre essas populagdes. Dessa forma, a espécie estaria passando por um periodo de
transigcao entre a categoria filogeografica | e a categoria filogeografica |l.

Se a divergéncia entre os clados ocorreu em linhagens maternas alopatricas, isto implica
na existéncia de, no minimo, 3 populagdes inicialmente isoladas de D. hominis. Assumindo-se
gue a taxa de substituicio nucleotidica do DNAmt dessa espécie é constante através do tempo
e equivalente a 2% por milhdo de anos, taxa estimada para invertebrados por Powell (1986), e
levando-se em conta os indices de divergéncia estimados, a divergéncia entre o clados | e Il

teria se dado ha 685.000 anos aproximadamente, e entre os clados | e Ill, ha 470.000 anos.
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Embora a taxa de mutagdo de D. hominis possa nao corresponder a utilizada no calculo, o
tempo de divergéncia estimado € um indicativo de que os clados mitocondriais da espécie
datam do Pleistoceno.

Os ciclos de glaciagao ocorridos durante esse periodo levaram a importantes mudangas
na distribuicdo da vegetagdo na América do Sul (Salgado-Labouriou, 1994), e podem ter
ocasionado a fragmentagdo do habitat dos animais originalmente hospedeiros de D. hominis.
Desse modo, a espécie também poderia ter tido seu padrao de distribuigao alterado, originando
a alopatria das populagdes. Com o fim dos eventos de glaciagao, estas populagdes podem ter
entrado novamente em contato, levando a ocorréncia simpatrica atual observada entre os
clados mitocondriais. A predominancia do clado | nas popula¢gdes poderia ser um indicativo de
que esse clado se diferenciou na regido analisada, com as outras linhagens de D. hominis,
pertencentes aos clados Il e lll, sendo migrantes.

A distribuicdo de frequéncia das distancias genéticas entre os haplétipos mitocondriais
de D. hominis dentro e entre as pdpulagées e clados mitocondriais se apresenta bimodal (figura
14), semelhante as encontradas em espécies pertencentes as categorias filogeograficas | e Il.
No caso de espécies pertencentes a categoria |, a primeira curva corresponde as distancias
entre os haplétipos encontrados em uma mesma regido geografica, e a segunda curva
corresponde as distancias entre os haplétipos de diferentes regides. Em espécies que se
enquadram na categoria I, as duas curvas estdo associadas as distancias intra e entre regides
geograficas (Avise et al, 1984a, 1990, 1992, Wayne et al, 1990), como a encontrada para D.
hominis. A diferenga de tamanho observada entre as curvas da figura 14 pode ser explicada
pela frequéncia desigual dos trés clados nas amostras; assim, o maior nimero de distancias
genéticas computadas é aquele proveniente de comparagdes entre os haplétipos do clado |, o
que eleva a frequéncia das distancias entre 0,5 a 1%.

Nao se pode excluir a possibilidade de que as diferentes linhagens mitocondriais de D.

hominis tenham se originado em populagdes simpatricas, na auséncia de impedimentos
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geograficos histéricos ao fluxo génico. A retengéo de linhagens mitocondriais com 1% ou mais
de divergéncia dentro de uma mesma populagao & teoricamente possivel, desde que o tamanho
efetivo da populagéo tenha permanecido grande através de sua histéria evolutiva (Avise et al,
1987). Nao existem dados na literatura sobre o tamanho populacional da espécie para tal
inferéncia.

A partir dos indices de variabilidade nucleotidica e haplotipica apresentados pelos
clados, pode-se assumir que os clados mitocondriais | e 1l possuiam densidades populacionais
aproximadamente equivalentes. A probabilidade de introdugdo de cada um deles no novo
hospedeiro seria aproximadamente a mesma, se nao houvesse selecdo de haplétipos
mitocondriais. Nesse caso, a propor¢do de representantes dos diferentes clados dentro das
populagbes deveria ser semelhante, independente da quantidade de fluxo génico existente
entre elas, o0 que nao foi observado nesse estudo.

Uma alternativa para explicar a frequéncia desigual dos clados mitocondriais nas
populagdes, assumindo-se simpétria e probabilidade semelhantes de introdugao, seria a
possivel utilizagdo de vetores especificos para cada clado. Como a dispersdo de D. hominis é
determinada pelo comportamento do vetor, sua introdugdo no novo hospedeiro seria
dependente da preferéncia dessas espécies pelo rebanho bovino. Nao ha registro na literatura
de que haja alguma utilizagao diferencial de vetores por D. hominis, dentre as mais de 40
espécies por ela utilizadas (revisdo em Guimaraes et al, 1983). Esta questao poderia ser
respondida com estudos de animais silvestres parasitados, j4 que a evolugdo da espécie
ocorreu nessas populagodes.

Para a andlise das populagbes ndo mais em termos de frequéncia de clados
mitocondriais, mas sim em composi¢do e distribuicdo de haplétipos, considerou-se que as
populagbes que fazem parte do mesmo ecossistema formam um deme (tabela 7). A maior parte
da variabilidade da espécie, 92,91%, estd concentrada dentro das populagées. Essa

variabilidade se apresenta homogeneamente distribuida entre os diferentes demes, com a
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variabilidade entre os grupos se apresentando negativa, indicando que ndo ha estruturagao
genética da espécie na regido estudada (Fst = 0,07). A homogeneidade genética é evidenciada
pelos baixos valores positivos e os negativos de divergéncia estimados para as populagdes
(tabela 6).

Varias espécies de invertebrados e vertebrados apresentam auséncia de estruturagao
genética em relagdo ao DNAmt, sempre, porém, associada a um baixo polimorfismo genético,
com valores de divergéncia de sequéncia entre os haplétipos em geral muito menores que 1%
(Avise et al, 1987; Rogers and Harpending, 1992). Um fluxo génico histérico acentuado e/ou
uma expansio recente da populagao, apds gargalo populacional, sao considerados como as
causas provaveis do baixo polimorfismo observado no DNAmt dessas espécies (referéncias em
Roehrdanz et al, 1994). Assim, as baixas diversidades haplotipica e nucleotidica (h=0,13 en =
0,016%) encontradas em populagdes da borboleta Danaus plexippus nos Estados Unidos,
México e Trinidad-Tobago sao, segundo Brower and Boyce (1991), indicativos da ocorréncia de
uma explosao populacional. |

No entanto, apesar de D. hominis ndo apresentar estruturagao genética, o alto indice de
variabilidade nucleotidica encontrado ndo corrobora as hipéteses de que o fluxo génico tenha
sido intenso no passado ou que tenha ocorrido uma expansao populacional recente. A auséncia
de estruturagdo genética provavelmente é resultado de migragao recente entre as populagdes,
possivelmente iniciada apés o fim dos eventos de glaciagdo do Pleistoceno. A presenga de
haplétipos raros compartilhados por algumas populagdes sugere que a migragao esta sendo
reforcada nos Ultimos séculos pelo movimento do rebanho bovino na regido (tabela 5). Acredita-
-se que a movimentagdo dos rebanhos domésticos introduzidos no continente ha
aproximadamente 500 anos tenha alterado também os padrées de fluxo génico e isolamento
entre populagdes de calliforideos causadores de miiases, como C. hominivorax (Roehrdanz and
Johnson, 1988; Infante and Azeredo-Espin, 1995; Taylor et al, 1996), Lucilia cuprina e L.

sericata (Stevens and Wall, 1996). O curto periodo de vida e a auséncia de alimentagdo do
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adulto de D. hominis torna a migragao passiva, ou por meio do animal infestado com a larva ou
por meio dos insetos vetores, como a hipétese mais provavel de dispersao da espécie.

D. hominis € uma espécie de interesse tanto econémico, por ser uma praga da pecuaria
brasileira, como biolégico, devido a sua estratégia de dispersdo através de insetos vetores,
Unica entre as moscas causadoras de miiases conhecidas. Esse estudo, pioneiro na analise do
polimorfismo genético de D. hominis, demonstrou que a espécie é altamente variavel. Os
indices de divergéncia obtidos sugerem que se trata de uma espécie antiga, cuja provavel
distribuicéo alopatrica pode ter levado a diferenciagdo dos clados mitocondriais. A auséncia de
estruturagdo da espécie em relagdo ao DNAmt provavelmente é resultado de contato
secundario entre populagdes anteriormente isoladas, iniciado possivelmente apés o fim do

Pleistoceno, e reforgado pelo movimento recente do rebanho bovino na regiéo.
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VIl. CONCLUSOES

1. Das 12 endonucleases de restri¢cdo utilizadas para a analise do DNAmt de Dermatobia
hominis de 14 populagdes do sudeste brasileiro, oito foram eficientes para detectar a

variabilidade da espécie: BamHI, Clal, EcoRI|, EcoRV, Haelll, Hindlll, Mspl e Sstl.

2. Foram caracterizados 48 haplétipos mitocondriais, que puderam ser agrupados em 3
clados distintos, baseado primariamente no padrao de restricdo apresentado para EcoRl. Pode-
se dizer, entdo, que a introdugao da espécie a um novo hospedeiro se deu em pelo menos 3

linhagens maternas distintas.

3. A espécie se apresentou altamente polimérfica, com uma variabilidade nucleotidica
estimada em 2,75%. Os clados mitocondriais também apresentaram uma grande variabilidade,

com o clado | apresentando n = 0,85%, ocladoll, n =1,41% e o clado lll, n = 0,54%.

4. Os indices de divergéncia sugerem que a separagao entre as linhagens mitocondriais
e provavelmente o isolamento entre populagdes de D. hominis se deu no Pleistoceno, devido as
alteragdes climaticas ocorridas no periodo, e que a atual distribuicdo seja decorrente de

contatos secundarios posteriores entre populagdes evoluidas alopatricamente.

5. A distribuicdo simpatrica dos 3 clados mitocondriais claramente divergentes entre si,
ainda que em proporgdes desiguais nas populagdes, sugere que Dermatobia hominis esteja
passando por um periodo de transi¢cao entre as categorias filogeograficas | e |l propostas por

Avise et al, 1987.
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6. A espécie nao apresenta estruturagao das populagdes em relagdo ao DNAmt (Fst =
0,07), com as populagdes das diferentes localidades podendo ser consideradas homogéneas

geneticamente.

7. A presenga de haplétipos raros compartilhados entre as localidades sugere que a
introdugdo e movimentagao dos rebanhos domésticos no continente ha aproximadamente 500
anos esteja reforgando o contato entre as populagdes, iniciado provavelmente com o fim dos

eventos de glaciagao.
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Viil. RESUMO

Dermatobia hominis (Linnaeus Jr., 1781) (Diptera, Cuterebridae), popularmente conhecida
no Brasil como mosca do berne, é a principal causadora de miiase primaria no rebanho bovino
brasileiro. E considerada uma importante praga da pecudria por provocar grandes prejuizos
econdmicos, além de infestar o homem e animais silvestres.

Esta espécie é endémica dos paises das Américas Central e do Sul, exceto Chile
(Roncalli and Usher, 1988), sendo encontrada também em algumas ilhas do Caribe (Mateus,
1977). Ocorre em florestas, principalmente nas margens de matas primarias e secundarias,
florestas galeria e plantagdes de Eucaliptus (Andrade, 1929, em Guimaraes et al, 1983), com
maior incidéncia nos estados de Sao Paulo, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Espirito Santo e Bahia (Roncalli and Usher, 1988).

A estimativa da quantidad'e de variagdo genética presente em uma populagdo é
fundamental para a realizagdo de estudos evolutivos das espécies. A heranga materna, a
evolugdo rapida e o alto polimorfismo encontrado em populagdes geograficas fazem do DNA
mitocondrial (DNAmt) um marcador genético ideal para estudos de estrutura de populagdes e
quantificagdo do nivel de variagao intra e interpopulacional das espécies.

No presente trabalho analisou-se, através de RFLP, o DNAmt de populagbées de D.
hominis provenientes de 14 localidades dos estados de Goias, Minas Gerais, Parana e Sao
Paulo. Dentre as 13 endonucleases de restrigdo utilizadas, oito (BamHI, Clal, EcoRI, EcoRV,
Haelll, Hindlll, Mspl e Sstl) foram eficientes para detectar e caracterizar a variabilidade genética
da espécie.

Baseado nos padrées obtidos com as endonucleases, foram definidos 48 haplétipos
mitocondriais, agrupados em 3 clados distintos. A variabilidade nucleotidica da espécie foi

estimada em 2,75%; nos clados, a estimativa variou de 0,54% para o clado lll a 1,41%, para o
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clado ll. A existéncia de diferentes clados mitocondriais nas populagdes analisadas é resultado,
provavelmente, da introdugdo de pelo menos trés linhagens maternas distintas no rebanho
bovino.

O grau de divergéncia estimado entre os clados sugere que a evolugdo das linhagens
ocorreu alopatricamente, e que a simpatria atual é resultado de contato secundario entre as
populagbes. Pelo fato dos clados mitocondriais apresentarem uma propor¢do desigual nas
populagdes, propde-se que D. hominis estd passando por uma fase de transi¢do entre as
categorias filogeograficas | e || propostas por Avise et al, (1987).

A auséncia de estruturacao da espécie em relagdo ao DNAmt e a presencga de haplétipos
raros compartilhados entre as localidades sugerem que o contato secundario entre as
populagdes deve ter se iniciado com o término dos eventos de glaciagao, e ter sido reforgado

nos ultimos séculos pela introdugdo e movimentagao dos rebanhos domésticos no continente.
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IX. ABSTRACT

Dermatobia hominis (Linnaeus Jr., 1781) (Diptera, Cuterebridae), the human botfly, is the
most important fly that causes primary miiases in Brazilian livestock. Due to its great economic
impact, and to its capacity of infections of both human and animails, this fly has been considered
as an important plague.

This specie is endemic in all Central and South America countries, except Chile (Roncalli
and Usher, 1988), and can also be found in some Caribbean Islands (Mateus, 1977). In Brazil,
the fly can be found in forests and Eucaliptus sp. crops (Andrade, 1929, in Guimaraes et al.,
1983). The major spread occurs at the States of Sao Paulo, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Espirito Santo and Bahia (Roncalli and Usher, 1988).

The estimates of genetic variation in a given population are of fundamental importance
on the study of species evolution. An important tool for the evaluation of this variability is the
analysis of mitochondrial DNA (mtDNA). Factors such as maternal inheritance, rapid evolution
and high polymorphism observed on geographic populations make the mtDNA an ideal genetic
marker for studies of population structure and assessment of variation levels on species and
populations.

In this work, mtDNA from populations of D. hominis were analyzed through RFLP.
Samples were collected at 14 different sites at Minas Gerais, Goias, Parana and Sao Paulo. For
the analysis, 13 restriction endonucleases were tested, and six out of these (BamHI, Clal,
EcoRIl, EcoRV, Haelll, Hindlll, Mspl and Sstl) were effective in the detection and
characterization of the species genetic variability.

Based on the different patterns resulting from endonuclease restriction, 48 mitochondrial
haplotypes were defined, and grouped into three distinct clades. The species nucleotide

variability was estimated in 2.75%. Mitochondrial clades were also variable, the estimate ranged
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from 0.54% for clade Ill to 1.41% for clade II. The occurrence of different mitochondrial clades in
the populations analyzed may be the result of the introduction of at least three distinct maternal
lines in cattle.

The estimated divergence degree among clades suggests that the differentiation of the
lineages took place alopatrically, and the contemporary sympatry is the result of secondary
contact between populations. Also, due to the fact that the mitochondrial clades display an
unbalanced proportion in the studied populations, it can be proposed that D. hominis is
undergoing a transitional phase between the previously proposed phylogeographic categories |
and Il (Avise et al, 1987).

The idea of a recent gene flow between the populations can be strenghted by the
occurrence of a great number of haplotypes that are common to them. In addition, the lack of
correlation between migration rate and geographic distance between the sites could indicate that

the infected hosts accomplish the dispersion of D. hominis.
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