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L INTRODUCAQO

I.1 - Sobre a espécie Cochliomyia macellaria (Diptera:Calliphoridae)

Os dipteros muscoideos sdo de ampla distribuicio geografica e ocorrem tanto em
areas florestadas quanto em ambientes urbanos. Varias espécies dste tipo de inseto, devido
ao seu comportamento alimentar e reprodutivo, possuem estreito relacionamento com

matéria orginica em decomposi¢io. Com a crescente multiplicacdo e desenvolvimento dos
centros urbanos ¢ consequentemente, o aumento de lixo e dejetos organicos produzidos

por eles, é esperada uma proliferagdo natural deste tipo de inseto, principalmente nos
locais onde ha deficiéncia de saneamento basico, muito comum nos paises em
desenvolvimento,

Entre os dipteros muscoideos relacionados a estes ambientes destacam-se as
espécies de moscas da familia Calliphoridae, conhecidas como varejeiras, por serem
importante disseminadores mecanicos de agentes enteropatogénicos e principalmente, por
causarem miiases em animais e no homem,

O termo miiase foi definido por Zumpt (1965) como sendo “a infestacdo em
vertebrados por larvas de dipteros que pelo menos por um certo pericdo, se alimentam de
tecidos vivos ou mortos do hospedeiro, de seus liquidos corporais ou de alimentos por ele

ingeridos”. A importancia destes dipteros causadores de miiases reside no fato das larvas

dependerem do corpo do hospedeiro vivo ou morto para completarem o seu

desenvolvimento normal. Tais larvas pertencem a dois grupos biologicamente distintos: os



parasitas obrigatorios (primarios) e os facultativos (secundarios) de vertebrados.

Séo considerados parasitas obrigatorios, aqueles que normalmente se desenvolvem
exclusivamente em vertebrados vivos. Pertencem a este grupo, por exemplo, larvas que
vivem em cavidades nasofaringeas e outros sistemas internos de certos grupos de
mamiferos herbivoros (familia Oestridae), e as que vivem em tecidos dérmicos e
subdérmicos de varios mamiferos, como é o caso da espécie Cochliomyia hominivoreax
(Coquerel) da familia Calliphoridae.

As especies consideradas parasitas facultativos sfo aquelas cujas larvas
normalmente se desenvolvem em matéria orgnica em decomposigio, como carcacas de

animais, fezes humanas e de animais, lixo urbano e hospitalar, etc. Ocasionalmente estas
larvas podem ter acesso ao corpo de animais vivos, mas desenvolvem-se preferencialmente
sobre tecidos necrosados, atuando como parasitas durante certo periodo ou completando
seu desenvolvimento no novo ambiente.

Neste segundo grupo destaca-se Cochliomyia macellaria caracterizada por ser
uma espécie exclusivamente saprofaga, podendo causar miiases apenas em infestacdes
secundarias de feridas. Esta espécie ¢, talvez, o califorideo mais amplamente distribuido
nas Ameéricas (Hall, 1948) e, por ser considerada sinantropica, isto ¢, estar intimamente
associada ao ambiente humano, tem grande importincia como vetor mecdnico de
microorganismos patogénicos, sendo por isso de especial interesse para a saude publica

(Ferreira, 1983; Baumgartner & Greenberg, 1985; Paraluppi, 1992).

Esta espécie ocorre em toda a América desde o Sul do Canadé até a Argentina,

sendo especialmente abundante nas regides tropicais (Ferreira, 1983; Baumgartner &



Greenberg, 1985; Dear, 1985).

O ciclo de vida de C. macellaria na natureza pode variar de 9 até 39 dias
dependendo, principalmente, das condi¢Ses de temperatura e umidade (Guimaries ef al.,
1979). A fase de pré-oviposigio pode durar de 3 a 18 dias e, apos esse perfodo, séo
depositadas massas de 40 a 250 ovos, principalmente sobre matéria orginica em
decomposigdo. Frequentemente varias fémeas se reunem para a postura formando massas
de milhares de ovos. Apos um periodo embrionario de aproximadamente 4 horas, em
temperatura e urmdade favoraveis, as larvas eclodem e se alimentam do substrato durante
6 a 20 dias. Apds completarem seu desenvolvimento, as larvas abandonam o substrato de
alimentagio enterrando-se no solo onde ocorre a fase de pupa que dura 3 dias ou mais
(Guimardes ef al, 1979). Os adultos de . macellaria vivem de 2 a 6 semanas
alimentando-se de varias substdncias como os liquidos presentes na matéria orgénica em
decomposi¢io, também utilizado para oviposi¢io (Guimaries ef al., 1983).

Na década de 70, foi detectada pela primeira vez a presenga de 4 espécies de
moscas do género Chrysomya Robineau-Desvoidy nas Américas. Até entdo, estas espécies
de califorideos estavam confinadas ao Velho Mundo e foram introduzidas no Continente
Americano através de intervengio humana. Diversas atividades, especialmente movimento
migratorio além da exportagdio de animais vivos, podem facilitar a dispersio de muitos
parasitas e seus vetores e também alterar profiundamente a distribuicio geografica e

epidemiologica de espécies particulares (Prado & Guimardes, 1982; Laurence, 1986). Em

1975, um grande nimero de individuos adultos da espécie Chrysomya putoria Wiedmann

foram encontrados em Curitiba, Parana, a aproximadamente 110km do litoral (Imbiriba er



al., 1977). Pouco tempo depois, Guimardes ef al. (1978) reportaram a presenga de C.
putoria, C. albiceps Wiedmann e C. megacephala Fabricius no Estado de S3o Paulo em
Campinas ¢ Santos. Guimardes ef al. (1979) ¢ Laurence (1981) sugerem que as trés
especies foram introduzidas no Brasil provavelmente, por volta de 1975 quando cerca de
600.000 refugiados de Mocambique e Angola, aportaram no Brasil em embarcagdes onde
traziam também animais domésticos. Estas espécies se dispersaram rapidamente no Brasil
apos esta introdugio. Baumgartner & Greenberg (1984) sugerem que provavelmente,
antes desse evento, muitas introdugdes de moscas do género Chrysomya no Novo Mundo
fracassaram e obviamente as condigdes para colonizagio ndo foram encontradas até
meados dos anos 70. A quarta espécie, Chrysomya rufifacies Macquart, foi coletada em
um cadaver humano em 1978 na Costa Rica (Jirén, 1979) e, desde esta época, sua
presenga tem sido reportada no México (Gagné, 1981), Arizona e Texas (Gagné ef al.,
1982; Richard & Ahrens, 1983). Segundo Baungartner & Greenberg {1984) a espécie (.
rufifacies foi introduzida separadamente pois sua distribuigio original compreende o
Oriente e Australia.

O estabelecimento de espécies de Chrysomya no Novo Mundo afetou diretamente
a distribuicdo local de moscas varejeiras por competigio (Baumgartner & Greenberg,
1984). Hanski (1977) sugere, por exemplo, que Lucilia caesar Linneu foi extinta nas Tlhas
Canarias devido & competi¢iio com a espécie exdtica C. albiceps. Em Campinas - SP e

Goidnia - GO (Guimardes ef al, 1979) e nas localidades de Nova Odessa - SP e Ouro

Fino - MG (Azeredo-Espin & Pavan, 1983) foi relatada a substituicio de . macellaria

por C. putoria. Baumgartner & Greenberg (1984) também reportam o deslocamento de .



macellaria em Santa Maria - RS por C. afbiceps, C. putoria e C. megacephala. No Peru,
os trabalhos realizados por Baumgartner & Greenberg (1984) comprovaram que entre
1980 e 1981, as populagdes de C. albiceps e C. putoria aumentaram e as populagbes de
C. macellaria declinaram de uma frequéncia inicial de 89% para 0.19% nas regides de
floresta superior e de 45.5% para 11.3% nas regides de floresta inferior.

De acordo com Baumgartner & Greenberg {1984), as espécies nativas do Novo
Mundo do género Cochliomyia sio consideradas equivalentes ecologicos das espécies de
Chrysomya, ocupando o mesmo nicho, reforgando a observagio de que a introducio e
estabelecimento deste género tem claramente alterado a distribuiciio e a frequéncia de €
macellaria no Brasil

Na maioria dos paises em desenvolvimento, ¢ bastante comum a deficiéncia de
infraestrutura basica de saneamento. Nestas condi¢Ses, onde ndo raro encontra-se grandes
quantidades expostas de lixo, esgoto a céu aberto ou até mesmo a utilizagdo de fossas, a
reproduciio de moscas como as varejeiras ¢é facilitada encontrando-se em muitos locais
uma alta densidade populacional. Tal situagio ¢ preocupante, especialmente pelo
comportamento sinantropico da maioria destas moscas que, visitando os ambientes nas
condi¢Bes descritas acima e entrando em contato direto com o homem (alimentos
expostos, carne e peixe em feiras livres ¢ mercados, etc.), acabam por atuar como vetores
mecdnicos de intimeros microorganismos patogénicos. Baumgartner & Greenberg (1984)

descrevem a potencialidade dos califorideos como vetores de Salmonella sp ¢ poliovirus.

Paraluppi (1992) constatou que a analise bacteriolégica de moscas coletadas nas feiras

livres de Manaus - AM, apresentou resultados positivos para varios tipos de bactérias



como: Escherichia coli, Citrobacter sp e Klebsiella sp.

Baseado nestes fatos, estudos da biologia e genética de populacdes de
macellaria tornam-se de fundamental importincia para o acompanhamento do evento
recente de inirodugéo de espécies exoticas e deslocamento de uma espécie nativa, para
estudo de processos ecologicos decorrentes dessa interferéncia e principalmente pelo

papel que C. macellaria desempenha no dmbito da saude publica.

1.2 -~ Variabilidade Genética de Cochliomyia macellaria

A nivel genético, investigacGes de populagdes naturais de C. macellaria tém se
limitado basicamente & caracterizagio cariotipica da espécie. O niimero cromossdmico de
C. macellaria é 2n = 12, sendo a fémea XX e o macho XY, caracteristica marcante da
familia Calliphoridae que possui nimero cromossémico uniforme (Boyes, 1961). As
variagbes no tamanho e forma dos cromossomos s3o comuns, principalmente no par
sexual,

Boyes (1961), descreveu e construiu um ideograma dos 6 pares do complemento
cromossomico de C. macellaria. Boyes & VanBrink (1965) caracterizaram o
complemento cromossémico de células de ganglio nervoso de C. macellaria encontrando
cromossomos sexuais X e Y menores que os autossomos. As caracteristicas cariotipicas

de duas amostras de individuos coletados no México e em Porto Rico, foram analisados

por Boyes & Shewell (1975) que nfio encontraram variagdo morfolégica entre as duas.

No Brasil, Azeredo-Espin (1982) e Azeredo-Espin & Pavan (1983) descreveram o

6



cariotipo de (. macellaria coletada em Caraguatatuba - SP. Na amostra analisada os
pares de autossomos 2, 3, 4 e 5 foram descritos como metacéntricos, o par 6 sendo o
unico submetacéntrico e os cromossomos X e Y foram caracterizados pelo pequeno
tamanho sendo o X metacéntrico e o Y um acrocéntrico muito pequeno. ) complemento
cromossomico como um todo, caracterizou-se pelo grande nimero de constrigdes
secundarias observadas em um dos bragos nos pares de autossomos 2, 3, 4 € 6.

Embora em um cromossomo o mais importante atualmente seja o seu contetdo
génico, caracteristicas cariotipicas tém demonstrado ser de grande valia como base de
comparagdes a nivel intra e interespecifico (Stebbins, 1950).

Com relagio & anslise da variabilidade genética de C. macellaria poucos trabalhos
tém sido realizados utilizando-se marcadores moleculares. Taylor & Peterson I (1994)
detectaram variabilidade em 12 dos 13 loci enzimaticos analisados em C. macellaria da
Costa Rica. Nestes loci a frequéncia do alelo mais comum foi <095 para seis loci ¢ a
heterozigosidade encontrada foi de 0,160. Os resultados obtidos foram interpretados
como indicativo de que, na Costa Rica, C. macellaria é panmitica sem evidéncia de
subestruturacdo populacional.

Valle & Azeredo-Espin (1995), realizaram a analise do polimorfismo dos
fragmentos de restrigio do DNA mitocondrial (DNAmt) técnica denominada RFLP (do
inglés, Restriction Fragment Lenght Polymorphism), de duas populagdes brasileiras de C.

macellaria. Das 12 endonucleases de restrigdo testadas, duas (EcoRV e HindlIl),

revelaram polimorfismo e foram consideradas marcadoras para o DNAmt, gerando sete

haplotipos mitocondriais diferentes.



Roehrdanz & Johnson (1996) descrevem os padrdes de restricdo de DNAmt
obtidos, utilizando-se 15 endonucleases para uma tnica populagiio de C. macellaria de
Chiapas, México. Doze destas enzimas foram utilizadas para a construgio de um mapa de
restrigio desta populagdo. Embora, os autores acima utilizaram nove endonucleases que
tambeém foram empregadas por Valle & Azeredo-Espin (1995), porém ndo detectaram
variabilidade na populagio analisada. Dos padrdes obtidos para estas nove enzimas, foram
encontrados 0s mesmos padrbes para sete enzimas. Com as enzimas marcadoras para
populag@es brasileiras foram encontrados quatro padrdes para FcoRV e trés para Hindlll,
enquanto que em Chiapas foram observados apenas um padrio para EcoRV (B) e Hind\ll
{A).

De maneira geral, quando se trabalha com populag@es de organismos de qualquer
espécie, uma das questdes principais a ser analisada ¢ a distribui¢io e a quantificacdo da
variabilidade genética. O conhecimento, a nivel molecular, de caracteristicas como o modo
de transmissdo genética e a natureza das diferengas mutacionais que caracterizam
determinado polimorfismo, ¢ fundamental para a elaboragio de interpretagdes sobre
marcadores genéticos num contexto populacional. Além disso, padres de variagio e
divergéncia em marcadores genéticos podem ser altamente informativos no que diz
respeito aos processos de evolugiio molecular.

Com o avango das técnicas de biologia molecular nos ultimos 20 anos, passou-se a

utilizar as informagdes genéticas obtidas de macromoléculas (proteinas, DNA, RNA), na

abordagem de muitos aspectos relacionados aos padrdes historicos de dispersio e

colonizagdio e para o estabelecimento de relagdes filogenéticas entre organismos. Tais



dados quando integrados com informagdes de areas diferentes como etologia, ecologia,
morfologia comparativa, sistematica e paleontologia, podem fornecer informacdes sobre
varios aspectos da biologia e estrutura genética de populagdes de inlimeras espécies
(Avise, 1994),

A aplicagdo da técnica de eletroforese de proteinas para andlise intra e
interespecifica em populag@es naturais tem sido amplamente utilizada e tem demonstrado
ser uma técnica Gtil na andlise de estrutura genética e variagdo geografica de varios
organismos (Avise & Kitto, 1973; Soltis er al., 1987; Murphy ef af., 1990). Contudo tal
método apresenta limitagdes, principalmente para a analise de insetos devido a: 1- com
algumas excecdes, os insetos devem estar vivos ou recentemente congelados antes da sua
utilizagdic. 2- as alozimas de alguns insetos apresentam-se pouco varidveis. 3- bandas que
migram juntas sdo consideradas homoélogas. 4- podem estar presentes bandas que ndo
seguem o padrao de heranga mendeliana. 5- para alguns loci, esta técnica revela apenas
uma pequena parte da variagio genética existente. 6- impossibilidade de definir padrdes de
ancestralidade e descendéncia entre alelos diferentes (Roderick, 1996). Portanto, embora
consista num método versatil, o estudo de variantes eletroforéticos de loci nucleares
codificadores possui utilidade limitada quando empregado para andlise da variabilidade
genética, principalmente em estudos a nivel populacional (Avise ef al 1979, Avise, 1994 e
Roderick, 1996).

Com o desenvolvimento de novas técnicas de biologia molecular para a analise da

variabilidade genética, tais como a anlise do DNA mitocondrial, incrementou-se os

indices de polimorfismo. O neutralismo, isto ¢, a teoria defendida por Kimura & Ohta



(1971) e Ohta (1974) de que as variagGes moleculares detectadas seriam seletivamente
neutras, uma vez que ndo teriam efeito fenotipico, passou a ser amplamente aceito como a
explicacdio mais satisfatoria para a variabilidade do DNAmt (Ridley, 1993). Atualmente, as
teorias neutralista e selecionista podem ser utilizadas para explicar a existéncia de
variabilidade, reconhecendo-se variagdes de carater neutro e outras de carater adaptativo
no DNA. Porém, a discussio permanece com relagio ao fato de quanto desta variacdo
deve ser atribuida a processos seletivos e quanto a processos estocasticos (Gillespie, 1992,
Ridley, 1993).

Com a descoberta das endonucleases de restricio (Linn & Arber, 1968; Meselson
& Yuan, 1968) a biologia molecular obteve um grande avango. Em uma bactéria, tais
enzimas tém a fungdo de proteger a célula contra DNAs exdgenos, clivando a molécula de
de DNA em uma sequéncia especifica de nucleotideos. Fm estudos moleculares as
enzimas de restri¢io sdo utilizadas numa grande variedade de analises de RFLP. A técnica
de RFLP envolve a restri¢io de moléculas de DNA com uma ou mais endonucleases, a
separagdo dos fragmentos resultantes de acordo com peso molecular por eletroforese em
gel € a comparagao dos fragmentos obtidos com padrdes de tamanho j4 determinados para
fagos. Quando individuos sdio comparados, as diferengas nos padrdes de restricdo que
podem ocorrer sdo interpretadas como sendo resultado de substituigdes de base no sitio
da enzima, adigdo ou delecdo de DNA, rearranjos de sequéncias, etc, sendo que cada tipo

de variagdo produz alteragBes diferentes nos padrdes de bandas no RFLP. Este tipo de

interpretagio permite acesso direto a variacdes na sequéncia nucleotidica da molécula de

DNA, possibilitando uma analise precisa da variabilidade genética de intimeras populagdes
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e espécies.

Devido a algumas caracteristicas particulares, 0 DNA mitocondrial (DNAmt) tem
se mostrado eficiente em fornecer um conjunto de marcadores genéticos herdaveis para a
analise da variabilidade genética, estrutura e dindmica de populagdes (revisio em
Wolstenholme, 1992).

O genoma mitocondrial animal se apresenta, de maneira geral, como uma molécula
circular de fita dupla covalentemente fechada, caracterizada por apresentar um padrio de
heranga materna (Fauron & Wolstenholme, 1980), embora alguns poucos casos de
heranga biparental tenham sido relatados (Kondo ef al, 1990; Hoeh ef al., 1991). Devido
ao fato do DNAmt ser transmitido clonalmente e predominantemente das fémeas para a
progénie e ndo sofrer recombinagfo durante a reproducfio sexual, ¢ gendtipo mitocondrial
de um individuo pode, teoricamente, fornecer informagSes relevantes sobre a linhagem
materna a que ele pertence (revisdo em Avise & Lansman, 1983; Avise, 1994). Seu
namero de copias hapldide, a transmissdo materna e a auséneia de recombinacdo tornam o
DNAmt menos suceptivel a homogenizacdo genética interpopulagdes via fluxo génico
(Lansman ef al., 1981; Brown, 1983 ¢ Lansman ef al., 1983) e mais suceptivel a efeitos de
afunilamento de pepulagSes (Wilson ef af, 1985). Como resultado de todos estes fatores,
tem-se que a analise do DNAmt tem sido capaz de responder muitas das questdes que
somente o estudo de isoenzimas ndo permite. Desta forma, por proporcionar os primeiros

dados para estabelecer-se “genealogia génica” a nivel intraespecifico, os métodos

envolvendo a analise do DNAmt criaram uma associagio empirica e conceitual entre as

disciplinas da genética de populagdes (micro evolugdo) e da filogenia tradicional
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(basicamente estudos macro evolutivos) (Avise, 1989).

Outra vantagem do genoma mitocondrial € o fato de ser pequeno e simples quando
comparado ao tamanho e complexidade do genoma nuclear. Uma consequéncia
importante das diferencas entre os dois genomas ¢ que muitas das complexidades e
ambiguidades que tornam os dados do DNA nuclear muitas vezes dificeis de interpretar,
sdo reduzidos ou até ausentes quando se analisa 0 DNAmt (Wilson ef al., 1985). Assim,
devido ao reduzido mimero de mecanismos de variagio disponiveis do genoma
mitocondrial, sua evolugdo parece ocorrer de modo mais rapido, simples e direto que o
genoma nuclear, sendo portanto um modelo til para a analise da evolucio molecular de
uma espécie e/ou um complexc de espécies relacionadas (Avise & Lansman, 1983;
Brown, 1983, Wolstenholme, 1992; Moritz et al., 1987).

O DNAmt possui basicamente as mesmas funges em todos os organismos.
Presentes no DNAmt estio, 2 genes que codificam as subunidades ribossomais (LRNA e
SRNA), 22 que codificam RNAs de transferéncia (RNAt) e 13 genes que codificam RNAs
mensageiros (RNAm) que sio traduzidos como subunidades de enzimas que atuam na
sintese ou transporte de ATP (Brown, 1983; Moritz ef al., 1987, Wolstenholme, 1992).
Em todos os metazoarios a molécula de DNAmt apresenta poucas ou nenhuma sequéncia

intergénica e ha auséncia de introns em muitos vertebrados e invertebrados (Anderson et

al, 1981, 1982),

Existe uma dnica regidio ndo codificadora que possui sequéncias importantes para

iniciagio da transcrigio e replicagiio, chamada Regifio Controle da replicaio. Em insetos

¢ nematoides esta regifio € extremamente rica em A+T e a maior parte da variacio do
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tamanho da molécula de DNAmt, se deve a diferengas no nimero de copias de sequéncias
curtas repetidas em tandem nesta regifo (Clayton, 1982; Boyce, 1989).

Muitos estudos concluiram que a populagio de moléculas de DNAmt em células
somaticas de um organismo, apresenta-se homogénea quanto a sua sequéncia nucleotidica
(Avise & Lansman, 1983). Embora esta afirmacdo seja verdadeira para muitos
organismos, hd também relatos de situagGes em que um Gnico individue apresenta
diferentes genotipos mitocondriais, sendo considerados heteroplasmicos (Solignac ez af.,
1983; Boyce ef al., 1989; Hoeh ef al., 1991). Heteroplasmia para variantes de tamanho é

relativamente comum e tem sido relatada para muitos grupos animais (Bermingham ef af.,

1986; Harrison, 1989). Variagbes de tamanho de 500pb ou menos, sdo encontradas
tipicamente confinadas na regido controle e sdo comuns em vertebrados inferiores e em
insetos (Moritz ef al., 1987). Repeti¢bes em “tandem” de sequéncias de 1.2-1.5 kpb sdo
responsaveis por grandes variages de tamanho (Bentzen ef af., 1988). Em muitos taxa,
moléculas de DNAmt de grande tamanho aparecem somente como variantes raros em
espécies, sugerindo que estas variantes ndo persistem por longos periodos no tempo
evolutivo (Boyce e al., 1989). Além disso, estudos sugerem que moléculas de DNAmt de
tamanho menor sdo transmitidas com maior frequéncia devido ao menor tempo necessario
para a sua replicacdo (Solignac ef al., 1984; Rand & Harrison, 1986).

Heteroplasmia, devido a diferengas de sequéncia, é considerada mais rara e pode

ser atribuida a eventos mutacionais recentes (Hoeh ef al, 1991). Exemplos de

heteroplasmia envolvendo um tnico sitio de restricio sio dificeis de serem detectados e

podem surgir de interpretagdes errneas sobre os padrdes de restricio obtidos. Evidéncias
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desse tipo de heteroplasmia devem ser tratadas com cautela, evitando-se erros de
interpretacdo (Bentzen et al., 1988). Devido a dificuldades associadas & menor frequéncia,
poucos sdo os trabalhos que registram casos de heteroplasmia de sitio de restricio
(Fauron & Wolstenholme, 1980; Hale & Singh, 1986; Bentzen ez of, 1988; Valle &
Azeredo-Espin, 1995).

O uso do DNAmt como marcador genético para estudos evolutivos e
populacionais, tem demonstrado ser eficiente para muitos grupos animais (revisio em

Wilson ef al., 1985 e Moritz ef al., 1987, Wolstenholme and Jeon, 1992) e também tem

demonstrado ser efetivo para caracterizar a andlise da variabilidade genética de C.
hominivorax uma espécie causadora de miiase primaria da familia Calliphoridae
(Roehrdanz & Johnson, 1988; Roehrdanz, 1989; Azeredo-Espin ef al., 1991 Azeredo-
Espin, 1993, Infante & Azeredo-Espin, 1995). Pela ampla distribuigio geografica, pelo
comportamento sinantropico e grande importancia sanitaria de C. macellaria representa
na regido Neotropical, investigacbes sobre a variabilidade genética de populagdes podem
auxiliar no entendimento de padrdes historicos de dispersdo e niveis atuais de fluxo
génico. A utilizacio desta metodologia para populagdes de C. macellaria, associada i
estudos previamente realizados, podera fornecer um conjunto de dados importantes para a

compreensdo da estrutura geogréfica atual desta espécie no Brasil.

i4



IL. OBJETIVOS

1 - Verificar a eficiencia do DNAmt como marcador genético para caracterizar as

populagdes de Cochliomyia macellaria.
2 - Analisar através da metodologia de RFLP o DNAmt de C. macellaria coletadas em

diferentes localidades e regides, para uma avaliagio da variabilidade genética desta espécie

no Brasil.

3 - Hstimar a divergéncia de sequéncia nucleotidica entre os DNAmt das peopulagdes

analisadas.

4 - Ventficar a compatibilidade sexual entre individuos de populagdes diferentes através de

testes de cruzamento.

S - Proceder a analise cariotipica de diferentes amostras de populagdes brasileiras

previamente analisadas a nivel do DNAmt.

6 - Correlacionar os dados obtidos através da andlise cariotipica (informagdio nuclear) com

os dados obtidos pela analise do DNAmt (informagio citoplasmética).
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111, MATERIAL E METODOS

3.1 - MATERIAL

Neste trabatho foram utilizados larvas, pupas e/ou adultos de Cochliomyia macellaria
provenientes de populagbes naturais coletadas entre maio de 1992 e maio de 1995 nas seguintes
localidades brasileiras:

a. Botucatu-SP (Bo): 206km de Campinas, Campus da Universidade Estadual Paulista

em maio de 1995.

b. Campinas-SP {Cp). Campus da Universidade Estadual de Campinas em outubro de
1994,

¢. Caraguatatuba-SP (Ca): 275km de Campinas, Fazenda Serramar em maio de 1992.

d. Htaborai-RJ (RJ): 450km de Campinas,Campus da Umversidade Federal Rural do Rio
de Janeiro em maio de 1992.

¢. Manaus-AM (Ma): 3380km de Campinas, perimetro urbano da cidade de Manaus em
novembro de 1993,

f. Porto Urucu-AM (PU): Base da Petrobras em novembro de 1993,

Figara 1: Mapa mestrando a localizagio das
populactes de Cochliomyin macellaria analisadas, Bo
- Botucatu, Ca - Caragoatatuba, Cp - Campinas, Ma -
Manaus, PU ~ Porto Uracu, RT - Haborai.
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3.2 - METODOS

3.2.1-Método de coleta e criaciio de Cochliomyia macellaria

Em média 25 moscas adultas de C. macellaria foram coletadas diretamente em carcaca
bovina ou foram atraidas por iscas colocadas em caixas. Foram testados tipos diferentes de iscas,
levando-se em conta o comportamento saprofago de C. macellaria. Foram testados figado

bovino, peixe (sardinha), ou rato em decomposigdo. Este material foi deixado & temperatura

ambiente por pelo menos 72 horas para iniciar a decomposigio dos tecidos, em seguida
foram expostos nos locais de coleta para a captura de adultos com auxilio de rede
entomologica ou tubos de ensaio. Os aduitos provenientes do campo foram colocados em
gaiola telada (20x40x26cm), contendo em seu interior um algodio embebido em é&gua, e
transportados para o laboratorio.

As moscas foram entfo transferidas para gaiolas de criagio (34x50x26cm) e mantidas em
sala com temperatura de 25:£1°C, 70% de umidade relativa e fotoperiodo de 12:12 horas. O meio
de alimentagao dos adultos foi constituido de uma mistura de leite em pd e aglicar em partes
iguais e aproximadamente 10% de levedura de cerveja, fornecido em placa de Petri de 10cm de
didmetro. Agua foi colocada na gaiola em frascos de vidro de 250ml, contendo em seu interior
uma gase mais longa que o comprimento do frasco, onde as moscas podiam sugar por

capilaridade.

Apos 48 horas da coleta uma placa de Petri de Scm de didmetro contendo meio de

estimulagiio foi introduzidoa na gaiola, para estimular as fémeas a colocar os ovos. Foram
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testados diferentes meios para estimulagdo das fémeas maduras: uma mistura de carne moida
fresca, sangue e agua; figado bovino em decomposicio (deixado a temperatura ambiente por
72h} ¢ uma mistura de carne moida processada por outras larvas e sangue fresco. As fémeas
depositaram seus ovos nas bordas da placa de Petri onde foram recuperados com o auxilio de um
pincel.

Os ovos obtidos por esse método foram colocados em caixas de plastico teladas
(20x15x8cm), contendo em seu interior serragem e carcagas de camundongos, e mantidos &
37°C. A eclosio das larvas ocorria aproximadamente 8 horas apds a oviposigiio. As larvas
permaneciam alimentando-se nas carcacas durante 5 dias em média e neste periodo foram
adicionadas carcacgas a cada 24 horas. No final deste periodo, as larvas cessavam a alimentagio
saindo da carcaga e migrando para a serragem onde ocorria a pupacdo. A serragem foi peneirada
para a recuperagdo das pupas. Nesta fase, pupas provenientes de posturas de fémeas diferentes
da mesma populaciio, foram misturadas obtendo-se um conjunto que representava as varias
linhagens maternas da populago original. As pupas foram entdo separadas do seguinte modo:
uma parte foi colocada em frascos plasticos com tampa telada e mantidas & 37°C até a
emergéncia dos adultos, que foram utilizados para a manutengio das linhagens no laboratério e
para os testes de cruzamento. Outra parte foi colocada em tubos plésticos e congelada a -70°C

para posterior utiliza¢do na analise de DNA mitocondrial.
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3.2.2-Experimento de Cruzamento

Para a verificagio da compatibilidade sexual entre as diferentes amostras populacionais
foram realizados cruzamentos entre as populagdes Ca e RJ. Este experimento foi conduzido para
se registrar a viabilidade do hibrido e o padriio de restricio do DNAmt.

Aproximadamente 80 pupas da F1 dos adultos recém coletados no campo, foram
individualizadas em tubos de ensaio contendo uma pequena quantidade de serragem, e mantidas a

37°C até a emergéncia dos adultos. Algumas horas apdés a emergéncia, os adultos foram

separados per sexo ¢ foram realizados os seguintes cruzamentos: 20 fémeas de RJ e 20 machos

de Ca foram colocados em uma gaiola de criagio onde dieta para adultos e &gua foram
fornecidos como descrito anteriormente. Cada gaiola de cruzamento foi sempre acompanhada de
outra gaiola contendo o cruzamento reciproco (20 machos de RJ e 20 fémeas de Ca). Para cada
tipo de cruzamento foi feita uma réplica. Paralelamente, duas gaiolas controles com cada uma das
populagdes parentais foram mantidas como controle dos padrdes reprodutivos e para
comparagdo dos individuos quanto ao haplétipo mitocondrial.

Em média, 10 dias apds a emergéncia dos adultos era iniciada a estimulagio das fémeas
maduras, obtendo-se ovos e pupas como descrito anteriormente. As pupas obtidas de cada
cruzamento foram congeladas a -70°C para posterior analise do DNA mitocondrial, enquanto os
adultos resultantes foram mantidos no laboratorio para verificagio da viabilidade e da fertilidade,

que eram verificadas com a observagio da produgio da geracio seguinte.



3.2.3-Andlise do DNA mitocondrial.

Na analise do DNA mitocondrial foram empregadas varias técnicas moleculares que

serdo apresentadas e descritas por itens.

3.2.3.1-Extraciio de Acido Nucleico Total de Cochliomyia macellaria

Pupas de 3 dias que foram mantidas congeladas 4 -70°C foram retiradas dos casulos e

separadas, individualmente, em § tubos Corex de 15ml, siliconizados, e contendo 1ml de tampéio
de homogenizagio (10mM TRIS, 60mM NaCl, 300mM sacarose, 10mM EDTA). Cada
individuo foi homogeneizado manualmente com auxilio de um macerador de teflon. Em seguida
fol adicionado 1ml de tampéo de lise (300mM TRIS, 40mM SDS, 20mM EDTA) e 0.7% DEPC
para eliminar proteinas. Os tubos foram entdo incubados no gelo por 15 minutos e adicionados a
cada tubo 2mi de fenol equilibrado em tampdo TRIS 2M pH 8.0. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 3000g por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo Corex
de 15ml. Foram entdo adicionados 1ml de fenol e 1ml de solugio cloroformio:alcool isoamilico
(24:1). Cada tubo foi centrifugado a 3000g por 10 minutos sendo o sobrenadante transferido
para um novo tubo, onde mais 2ml de solugdo cloroformio:dlcool isoamilico foram adicionados e
repetiu-se a centrifugagéio j& descrita anteriormente. Ao sobrenadante final foi adicionado 1.5mi

de TE (10mM TRIS-CI, ImM EDTA), 150u1 de NaOAc 3M, 9ml de etanol absoluto & -20°C e

incubado a -70°C por 45 minutos. Apés a incubagdo os tubos foram centrifugados & 11000g por

45 minutos a 4°C, e o "pellet" ressuspendido em 1ml de TE, 50ul de NaQAc 3M e 2,75ml de
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etanol absoluto a -20°C e precipitado novamente por 45 minutos a -70°C. Apds uma segunda
centrifugacio, idéntica a anterior, o "pellet” de DNA foi seco a temperatura ambiente,
ressuspendido em 200ul de TE e mantido em tubos eppendorf a -20°C para posterior analise

com endonucleases de restricao.

3.2.3.2-Método para Isolamento Mitocondrial

Neste trabalho foi vtilizada uma sonda heteréloga obtida do DNAmt de Cochliomyia
hominivorax clonado anteriormente no nosso laboratorio (Infante, 1994 ¢ Infante & Azeredo-
Espin, 1995). O seguinte procedimento foi conduzido para a produciio da sonda e posterior
clonagem.

Aproximadamente 8 gramas de pupas de C. hominivorax foram pesadas e distribuidas em
4 tubos (2g por tubo) de centrifuga de polialdmero, mantidos no gelo. Adicionou-se a cada tubo
10ml de solugdo de MIM (0.22M mannitol, 0.9mM EDTA, 1mM EGTA, 2mM Hepes ¢ 70mM
sacarose, pH 7.4). O contetido de cada tubo foi transferido separadamente para um tubo de vidro
e homogeneizado com haste de teflon acoplada a um macerador elétrico. Em seguida completou-
se 0 volume dos fubos para 50ml com solugdo de MIM e procedeu-se uma centrifugacio em
centrifuga refrigerada Beckman (4°C) modelo J2-21 a 900g durante 10 minutos. O sobrenadante
foi transferido para 4 tubos e incubado no gelo. Ao "pellet” dos quatro tubos originais foi

acrescentado mais 50ml de MIM e centrifugado & 4°C e 900g por 10 minutos. Este sobrenadante

foi transferido para 4 novos tubos, o volume dos 8 tubos foi completado para 50mi e

centrifugados a 11000g e 4°C por 10 minutos. O "pellet” foi ressuspendido em 1ml de solucfio de
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MIM ¢ o conteudo de 4 tubos foi transferido para um tubo de vidro € homogeneizado com um
macerador de teflon manual, em seguida transferido para um tubo de centrifuga. O mesmo
procedimento fo1 realizado com os outros 4 tubos. Os dois tubos resultantes foram centrifugados
novamente a 900g e 4°C por 10 minutos, o sobrenadante foi transferido para dois tubos limpos e
centrifugados & 11000g e 4°C por 10 minutos, obtendo-se no final um “pellet” rico em
mitocondrias. Este "pellet” foi ressuspendido em 1ml de MLB (mitochondrial lysis buffer)
(50mM TRIS-CI, 10mM EDTA, 0.1mM NaCl, pH 8.0) para lisar as mitocdndrias.

O contetdo dos 2 tubos foi misturado e transferido para um novo tubo de centrifuga,
onde foi adicionado SDS para uma concentracdo final de 1% e incubado por 5 minutos &
temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se 1/5 da concentrago final de CsCL

0 CsCl foi dissolvido na solugdo ja contendo o SDS e meubado no gelo por 15 minutos.
Finalizando, a solugad foi centrifugada a 11000g por 10 minutos para a obtencic de um
sobrenadante final rico em DNA mitocondrial. Este foi transferido para um tubo de vidro e

mantido & 4°C até a etapa de purificagiio do DNAmit,

3.2.3.3-Purificaciio do DNA mitocondrial

3.2.3.3.1-Gradiente de Cloreto de Césio

O DNAmt obtido através da técnica de MIM, foi transferido para tubos de vidro para a

estimativa do volume e célculo da densidade utilizando-se um refratdbmetro. Em funciio do indice
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de refragiio e com o auxilio de uma tabela de densidade, obtém-se a quantidade de Cloreto de
Césio necessaria para a obtengfo de um gradiente.

Foram adicionados 100ul de brometo de etideo (10mg/ml) em cada tubo e o volume foi
completado para 6,5ml final com tamp#o de CsCl (1,6g/ml de TE). A amostra foi transferida para
tubos de ultracentrifuga (16x76mm) com auxilio de pipeta Pasteur ¢ o volume do tubo foi
totalmente completado com Oleo mineral. Em seguida, a abertura dos tubos foi selada e estes
foram centrifugados a 250000g por aproximadamente 20 horas, no rotor de angulo fixo 80TI &

20°C. Apbs a centrifugaciio procedeu-se a retirada da banda correspondente ac DNAmt com

auxilio de uma seringa de Iml ¢ de uma lAmpada de U.V. Para obtencio de DNAmt altamente
purificado, foi realizado um segundo gradiente de CsCl. O DNAmt foi colocado cuidadosamente
em tubos de ultracentrifuga de polialdmero (13x51mm) com auxilio de pipeta Pasteur. O volume
do tubo foi completado para 3,5ml com tampdo de CsCl (1,6g/ml de TE) pH 8.0, brometo de
etideo e centrifugado a 200000g e 20°C no rotor Beckman VTIR0 de dngulo fixo, A banda

correspondente ac DNAmt foi retirada como descrito anteriormente e armazenada a -20°C.

3.2.3.3.2-Didlise do DNA mitocondrial

O DNAmt altamente purificado obtido através de dois gradientes de CsCl, foi submetido

a extragdo do brometo de etideo. Para isso acrescentou-se a0 DNA, igual volume de Butanol-1 e

em seguida retirou-se a fase superior da mistura, correspondente a0 Butanol-1 + BET. Este

procedimento foi repetido com a mesma amostra de DNAmt por no maximo 3 vézes.
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Em seguida, para a remogio do CsCl, o DNAmt foi dialisado utilizando-se filtros do tipo
VM de 0.05um (Millipore) que foram colocados sobre 20ml de tampdo TE pH 7.4. Foram
depositados, cuidadosamente sobre o filtro, 100 da amostra de DNAmt e deixados assim por
20 minutos. Em seguida o DNAmt foi retirado dos filtros e armazenado em tubos limpos.
Seguiu-se o procedimento anterior até que toda a amostra do DNAmt tivesse sido dialisada.

Ao produto da dialise foi adicionado 10% de acetato de sodio 3M e o DNAmt foi
precipitado com etanol a -20°C, incubado a -70°C por 1 hora e centrifugado a 12000 rpm a 4°C

por 30 mmutos em microcentrifuga. O "pellet” final foi liofilizado e ressuspendido em 50l de TE

pH §.0.

3.2.3.4-Producio de Sondas de DNA mitocondrial.

3.2.3.4.1- Marcacio com Digoxigenina por “Random Primed”

{(Sonda Fria).

Durante a padroniza¢io da metodologia de hibridaciio foi testada uma técnica de
marcagio ndo radioativa denominada “Dig DNA labeling and detection kit nonradioative”
(Boehringer-Mannheim Biochemica), segundo as recomendacdes do fabricante.

Nesta metodologia uma série de hexanucleotideos, que servem como “primers”, ligam-se

aleatoriamente a molécula de DNAmt previamente linearizada e denaturada. O fragmento

Klenow da enzima DNA polimerase I promove a elongagio do DNA através da atividade
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polimerasica 5°—3 incorporando nucleotideos & nova fita. Entre os nucleotideos utilizados esta
o Dig-dUTP, dUTP marcado com Digoxigenina.

A reaglio de incorporagiio ocorre rapidamente e resulta na adigio de um Dig-dUTP a
cada 20-25 nucleotideos. Assim, obtém-se 0 DNA marcado que ¢ utilizado na hibrida¢do das
membranas de nylon contendo o DNAmt.

A detecgiio da marcacio pode ser feita de duas maneiras; |- a membrana previamente
hibriizada ¢ incubada com uma solugiio de anticorpo anti-Digoxigenina conjugado com a

enzima fosfatase alcalina; a deteccio nesse método é quimioluminescente e utiliza o substrato da

fosfatase alcalina, 0 AMPPD (nome comercial de; 3-(2’Spiroadamantane)-4-Methoxy-4-
{3""Phosphoryloxy)3-(2’-Phenyl-1,2- Dioxetane) detectavel por autoradiografia; ou 2- por rea¢io
colortda na propria membrana, previamente incubada com anticorpo anti-Digoxigenina +
fosfatase alcalina, onde ¢ adicionado um substrato da enzima (X-fosfato) e um corante que
detecta o produto da reacgio, o NBT (Nitro Blue Tetrazolium).

Durante a padronizacio da técnica de sonda fria, o DNAmt foi linearizado com a
endonuclease Haelll. Em seguida fez-se a extragio da enzima com fenol:cloroformio e a
denaturagdo do DNAmt por 10 minutos a 100°C, interrompendo-se a reagiio no gelo.

Durante a reagio de marcacdo incorporou-se ao DNAmt (600ng} e ao DNA utilizado
como padrdo de tamanho (DNA de fago A ¢ $X174), 21l da mistura de hexanucleotideos, 2l de
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP e Dig-dUTP) e 1ul de enzima Klenow para um volume final

de 20ul. Apos incubacdio a 37°C por 18 horas, a reagio de marcagio foi interrompida pela adicio

de 1yl de EDTA 2M pH 8.0 ¢ 0 DNA foi precipitado com 2.5p1 LiCl 4M e etanol (-20°C).
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O precipitado foi incorporado a soluglio de hibridagio (5xSSC, 0.1% sarcosyl, 0.02%

SDS e 2% bloqueador -+ formamida) e esta solugdo mantida a -20°C para posterior utilizagdo.

3.2.3.4.2-Marcaciio com ““P através de kit de "Nick Translation”

{(BRL):

A técnica de "Nick Translation" utiliza as enzimas DNasel e a DNA polimerasel obtida
de E. coli.

A DNasel hidrolisa ligagdes fosfodiéster aleatoriamente na dupla fita de DNA, criando
varios pontos com extremidades 3-OH livres. A DNApoll adiciona nucleotideos nestas
extremidades 3' da dupla fita. Além disso, através da sua atividade exonucleasica 53", esta
enzima remove nucleotideos da extremidade 5' do corte, substituindo por nucleotideos marcados
obtendo-se no final da reagio DNAmt dupla fita marcado com “?P (Sambrook ef al.,1989).

Para a marcaglio radioativa foi uvtilizado cerca de Tug de DNAmt de Cochliomyia
hominivorax purificado pela técnica de MIM ou obtido de material clonado (Infante, 1994), O

Kit empregado foi o de "Nick Translation" da Bethesda Research Laboratories (BRL) de acordo

com as recomendactes do fabricante.
Marcou-se separadamente, 0 DNAmt de (. hominivorax, o DNA de fago A digerido
com Hindlll ¢ o DNA de fago ¢X174 digerido com Haelll, estes dois Gltimos utilizados como

marcadores de tamanho. Para cada reagio de marcagdo do DNAmt foram utilizados: 251 de

DNAmt (~1pg), 5pl de adCTP*, 5ul de solugiio A; (que contém: dATP, dGTP e dTTP) e H,0
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destilada para um volume final de 45ul. Foram entdo adicionados 5yl de enzima
(DNApoll/DNasel) a reagéo ¢ incubada a 15°C por 60 minutos. Para interromper a reagio foram

utilizados Sul de 300mM Na; EDTA, pH 8.0

3.2.3.5-Andlise do DNA mitocondrial com endonucleases de restricfo.

Para andlise da variabilidade genética das populagdes de Cochliomyia macellaria | o
DNAmt desta espécie foi digerido com 13 endonucleases de restrigio que reconhecem 4 ou 6
pares de bases: BamHI (G/GATCC), BCIL(T/GATCA), Clal (AT/ICGAT), EcoRI (G/AATTC),
EcoRV (GAT/ATC), Haelll (GG/CC), Hindlll (A/AGCTT), Kpnl (GGTAC/C), Mspl
(C/CGG), Pstl (CTGCA/G), Pvull (CAG/CTG), Xbal (T/ICTAGA), Xaol (C/TCGAC).

As condighes utilizadas na digestio enziméatica foram as recomendadas pelos
fornecedores Gibco-BRL e Pharmacia. As enzimas foram empregadas em concentragio de
2.5U/ug de DNA mais 1/10 do velume total da reagdio de tampdo de digestio. A reacfio foi
imterrompida pela adicio de 5ul de uma solugio contendo 25% de Ficoll, 0.5% de SDS, 0.1% de
azul de bromofenol e 0.1% de xilenocianol.

Posteriormente as amostras foram aplicadas em gel de agarose em tampio TAE, e
submetidas a uma voltagem de 20V e mantidas assim por aproximadamente 15 horas. A
concentragdo do gel de agarose foi padronizada para 1% nos procedimentos de rotina.

Porém, quando havia a necessidade de visualizagdo de fragmentos menores que 1,0 kpb, a

concentragdo do gel foi aumentada para cerca de 1,2% permitindo uma melhor separacio
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dos fragmentos menores. Os géis foram corados com brometo de etideo ¢ analisados em fuz
U.V. {Midrange/300nm)}.

Um total de 249 individuos de (. macellaria provenientes de trés localidades do
estado de Sdo Paulo; Campinas-Cp (n = 35), Caraguatatuba-Ca (n = 64) e Botucatu- Bo (n
= 37), uma do estado do Rio de Janeiro, Itaborai-RJ (n = 50) e duas localidades do estado
do Amazonas, Manaus-Ma (n = 30) e Porto Urucu-PU (n = 33), foram utilizados para a

analise do DNAmt com endonucleases de restri¢o.

3.2.3.6-“Southern Blot”

O DNA foi transferido para membrana de nylon segundo a técnica de Southern Blot
(Southern, 1975). O gel foi primeiramente incubado em 250ml de uma solugfio de denaturagio
(50% NaOH 0.5M, 50% NaCl 1.5M) por 1 hora e em seguida foi incubado em 250ml de solugio
de neutralizagiio (50% NaCl 1.5M, 50% TRIS IM pH 7.4) por 2 horas. A transferéncia dos
fragmentos de DNA contidos no gel foi feita para uma membrana de Nylon Hybond-N
(Amersham) em 10xSSC (75mM NaCl, 7.5mM Na citrato, pH 7.0) por em média 17 horas. Em
seguida o filtro foi lavado em 6xSSC por 5 minutos a temperatura ambiente e seco em estufa a

80°C, por duas horas, para fixagio dos fragmentos de DNA.
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3.2.3.7-Hibridacéo

Para a visualizagio dos fragmentos de DNA foi utilizada a técnica de hibridacfio, onde os
fragmentos de DNA fixados na membrana foram hibridados com o DNA de uma sonda

heteréloga previamente marcada com “P.

Incubou-se as membranas, por 2 horas, em solugfio de pré-hibridagdo, contendo 6xSSC,
0.5% de SDS, 5xDenhardt’s (1% de Ficoll 400, 1% de Polivinilpirrolidona e 1% de Albumina
Sérica Bovina fragio V), 25% de Formamida deionizada ¢ 1% de DNA de Esperma de Salmfo.
Em seguida, a solugdo de pré-hibridacfio foi removida e uma segunda soluciio, a de hibridagio,
contendo 6xS8C, 0.5% de SDS, 5xDenhardt’s, 25% de formamida deionizada, 7mM de EDTA,
1% de DNA de Esperma de Salmio ¢ DNA mitocondrial de C. hominivorax previamente
marcado com “*P, foi denaturada a 100°C por 10 minutos e adicionada is membranas. A
incubagdo com a sonda heterologa foi realizada a 37°C por 18 horas em fomo de hibridacio. Em
seguida as membranas foram lavadas duas vezes, por 15 minutos, em uma soluciio contendo
2xS5C e 0.1% de SDS, a temperatura ambiente ¢ mais duas vezes, por 30 minutos, em uma

soluclio contendo 0.1x88C e 0.1% de SDS a 55°C.

3.2.3.8-Detecciio da Hibridagio

Para a detecglio dos fragmentos de restriglio marcados, as membranas foram expostas a

filme de Raio-X Kodak XAR-5 ou Hyperfilm-MP (Amersham) em cassete provido de

intensificador. O tempo de exposi¢io dependeu de algumas varidveis como tempo de uso da
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sonda, quantidade de DNA, intensidade da marcagio, ¢ foi, em média, de 18 horas. Trascorrido

esse tempo o filme foi revelado em Revelador-GBX Kodak ¢ fixado em Fixador-GBX Kodak.

3.2.4-Andlise da Divergéncia de Sequéncia do DNA mitocondrial Interpopulacdes.

Com os haplotipos obtidos a partir da analise com endonucleases de restriciio, foi
construida uma matriz de presenca/auséncia de sitio de restrigiio, designando a presenga de sitio
por 1 ¢ a auséncia por 0.

A proporgio de fragmentos de restricio em comum para cada par de haplétipos foi
calculada utilizando-se a formula de Nei & Li (1979); F=2Nxy/(Nx+Ny), onde Nxy ¢ o namero
de fragmentos em comum entre dois haplétipos, Nx e Ny sio o niimero de fragmentos para cada
haplotipo separadamente.

G indice de divergéncia entre as sequéncias nucleotidicas dos haplétipos, que ¢ uma
estimativa do namerc de substituicBes nucleotidicas por sitio, foi determinado utilizando-se a
formula &=-LnF/r de Nei & Li (1979) onde, F € a proporgiio de fragmentos em comum entre o0s
haplotipos e r é o numero de nucleotideos da sequéncia reconhecida por cada endonuclease
utilizada. Os valores de F ¢ & foram utilizados para estabelecer uma estimativa do polimorfismo

do DNAmt de Cochliomyia macellaria nas vérias populacies analisadas.
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3.2.5-Analise Cariotipica

3.2.5.1-Preparacdes Citologicas

Cromossomos mitoticos de ganglio nervoso de larvas de 3° estadio de Cochliomyia
macellaria foram obtidos utilizando-se uma pequena modificagio do método descrito por
Azeredo-Espin (1987) para Cochliomyia hominivorax. As amostras analisadas foram Campinas-

SP (Cp) e Porto Urucu-AM (PU). A anilise de uma populagiio de Caraguatatuba-SP (Ca) feita

por Azeredo-Espin (1932) também foi considerada neste estudo, para fins comparativos.

A amostra Ca ¢ de uma regifio litoroinea e Cp do interior da regifio Sudeste. A amostra
PU representa a regidio Norte do Brasil. A caracteriza¢fio cariotipica foi conduzida nestas trés
populagBes sendo que as outras amostras (Bo, RJ e Ma), devido a problemas durante a
manutengdo das populagbes em condigtes de laboratério (ataque com formigas), ndo puderam
ser analisadas. A amostragem € limitada, porém, permitiu de forma preliminar, caracterizar
cariotipicamente diferentes regides brasileiras proporcionando uma comparacio da informagdo
muclear e citoplasmatica (DNAmt).

Larvas no inicio de 3° estadio foram dissecadas em solugio isoténica (solucio salina
0.75%) para obtengio de ginglio nervoso. Estes foram transferidos para uma limina escavada
contendo algumas gotas de solugfio fixadora (50% 4cido acético, 50% metanol) e incubados

nesta solugio por 5 minutos. Em seguida os ganglios foram transferidos para outra [Amina

escavada, limpa, contendo uma pequena gota de solucio de acido acético 60%. Com auxilio de

estiletes de ponta fina os ginglios foram rapidamente desintegrados nesta soluciio e
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ressuspendidos varias vezes com auxilio de pipeta Pasteur (ponta de capilar de 10cm). Obteve-se
com 1880 uma suspensdo celular que foi transferida para 14minas de microscopia (26x76x1, 1mm)
limpas, previamente colocadas sobre uma placa aquecida a 45°C.

Para o estude do cariotipo ¢ a confecg@io dos ideogramas das diferentes populaces de .
macellaria, as 1aminas preparadas como descrito acima, foram coradas com Giemsa 4% por 20
minutos. Em seguida as I&minas foram diafanizadas em xilol por 10 minutos, secas

completamente a temperatura ambiente e montadas com laminulas {24x60mm) e Permount

(Fisher).

3.2.5.2- Andlise das laminas

As ldminas foram analisadas em fotomicroscopio ZEISS e LEITZ (Dialux 20) utilizando-
se a objetiva de 40x/0.65 Ph2. As metafases mitéticas foram fotografadas em fotomicroscapio
ZEISS utilizando-se a cbjetiva neofluar de imersdo 100x/1.30 em contraste de fase, utilizando-se
filme PAN COPEX (Agfa) ou T-MAX (Kodak).

Os negativos foram revelados em Microdol-X Kodak a 25°C e fixados (Kodak). As
ampliagbes foram feitas em papel fotografico Kodabrome F3 Kodak, reveladas com revelador
Dektol Kodak e fixadas em fixador Kodak. Em seguida foram lavadas e secas a temperatura

ambiente,
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3.2.5.3- Analise morfométrica dos cromossomos

Os cromossomos de C. macellaria foram medidos em fotografias de 10 metafases de
individuos diferentes, representando as trés localidades (Ca, Cp e PU), procurando-se para i$so
preparados onde todos os pares cromossémicos encontravam-se bem individualizados.

O comprimento de um brago cromossémico corresponde & distincia que vai da parte
mediana do centrbmero até a parte distal do cromossomo. Utilizando-se tais medidas, as

porcentagens do comprimento total do complemento (%CTC) e a proporgio dos bragos (Rb)

foram calculadas pelas seguintes formulas:

%CTC = comprimento de um cromossomo x 100
comprimento total do complemento 1-VI

Rb = comprimento do braco longo
comprimento do brago curto

Com estas medidas foram calculadas a média e o desvio padrfio relativo 3s metafases

representativas das populacdes também utilzadas para construgiio de ideogramas representativos

das localidades analisadas.
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IV. RESULTADOS

4.1 - Método de coleta e criacio de Cochliomyia macellaria.

A utilizago de iscas atrativas diferentes durante as coletas, indicou que um maior
numero de adultos foi obtido quando rato ou peixe em decomposigdo foram utilizados
como isca. Nas oviposicdes em condigdes de laboratério, obteve-se os melhores
resultados empregando-se a mistura de carne processada por outras larvas e sangue

fresco. Este tipo de estimulo foi eficiente e permitiu a recuperagfio de quantidades maiores

de ovos durante o processoc de manutengfo das linhagens.

4.2 - Construgiio de sondas de DNA mitocondrial de Cochliomyia hominivorax

4.2.1 - DNA mitocondrial para produco e marcacio de sondas

Para otimizacio da construgio de sondas o DNAmt utilizado passou a ser obtido
de clones plasmidiais de C. hominivorax (Infante, 1994; Infante & Azeredo-Espin, 1995).
Além de facilitarem a obtengfio do DNAmt em grandes quantidades (midipreparagio), o
material clonado reduziu o tempo e os custos do procedimento de purificagio de DNAmt.
Foram testadas duas técnicas para marcagio de sonda. Uma radioativa com “?P
por “nick translation” e uma niio radioativa com digoxigenina por “random primed”, como

descrito no item (3.4.1) de material e Métodos.
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A técnica de marcagdo a fiio (nfo radioativa), foi testada devido a algumas
desvantagens da técnica radioativa, como por exemplo; os riscos decorrentes do manuseio
e exposi¢do ao material radioativo, a perda de atividade da sonda por decaimento da
radiagio do P em 15 a 20 dias e a necessidade de pelo menos lpg de DNAmt para
confecgdo da sonda. Apesar das vantagens de um procedimento a frio, os resultados n3o
se mostraram satisfatorios. Apos a utilizagio da sonda, os filtros apresentavam um “back
ground” bastante acentuado que ndo foi resolvido por adaptacdes no procedimento de
lavagem das membranas. Este “back ground” dificultou muito a visualizagdo dos
fragmentos no autoradiograma, principalmente aqueles menores que 2.0 kpb. Por outro
lado, a marcagiio por “nick translation” mostrou-se mais eficiente por ser mais rapida e
por nfo causar “back ground” nos autoradiogramas. Embora apresentando algumas
desvantagens a sonda de “°P foi utilizada nos experimentos de rotina, onde a analise de
um grande nimero de autoradiogramas era necessaria. Com uma sonda chegou-se a
hibridar cerca de 30 membranas, fato que acabou por reduzir o tempo gasto com o

procedimento.

4.3 - Analise do DNA mitocondrial com endonucleases de restricio

As Tabelas I e IT contém o numero de sitios de reconhecimento e o tamanho de

cada fragmento gerado pelas 13 endonucleases testadas. O tamanho total da molécula de

DNAmt desta espécie foi estimado em aproximadamente 16.5 Kpb.
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Das 13 endonucleases utilizadas, quatro nfio possuem sitio de clivagem no DNAmt
de C. macellaria das diferente localidades (BamHI, Kpnl, Psfl e Xbal). Outras duas
enzimas, Haelll € Xhol, possuem um unico sitio de clivagem no DNAmt de C. macellaria
e apenas linearizam a molécula. As enzimas Mspl, BCII, Clal e EcoRl geraram cada uma
um Gnico padrio de restrigdo ndo detectando polimorfismo de DNA e, ao todo, estas
enzimas reconhecem 13 sitios de retrigio no DNAmt desta espécie (Tabela IT).

No entanto, trés enzimas (EcoRV, Hindlll ¢ Pvull) foram consideradas

marcadoras, sendo capazes de detectar variabilidade genética nas diferentes populagdes de
C. macelloria analisadas. Foram obtidos cinco padrdes de restrigio para EcoRV, quatro

para Hindill e dois padrdes diferentes para Pvull (Figura 2 e Tabela I).

Os padrdes de restrigdo obtidos para as enzimas marcadoras foram designados por
letras maiisculas € em ordem alfabética de acordo com a ordem em que foram
encontrados.

As trés enzimas foram capazes de detectar padrdes tinicos, exclusivos de uma
determinada localidade. Foram encontrados padrdes exclusivos e diferentes para amostras
de trés localidades: padrio E de EcoRV e D de Hindlll somente em Porto Urucu, padrio

C de Hindlll em Caraguatatuba e padriio B de Pvull somente no Rio de Janeiro.
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Tabela 1I: Niimero ¢ tamanho (pb) dos fragmentos de restricio do DNA mitocondrial
de Cochliomyia macellaria obtidos com endonucleases que apresentam um Unico
padrio de restrigdo.

Endonuclease Numero de sitios Tamanho dos
Fragmentos

BCl 2 12.100
4 000

Clal 3 9 700
3300

2.000

EcoRI 4 7.200
5.200

2.800
1.100

Haelll 1 ~16,500
Mspl 2 12.200
5.700

Xhol i ~16.500
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A estimativa da frequéncia de cada padrio nas diferente localidades foi realizada e
estdo indicadas na Tabela III.

Com EcoRV os padrdes mais frequentes foram os padrées A e C. Em Botucatu o
padrdo C foi observado em 100% dos individuos analisados € em Campinas o padrio A
foi encontrado em todos os individuos amostrados. Para as localidades de Caraguatatuba e
Rio de Janeiro o padrdo A foi o mais frequente e para Manaus e Porto Urucu o mais
frequente foi o padrio C.

Para a enzima Hindlll o padrdo A foi o mais frequente e o Ginico observado em
Botucatu, Campinas e Manaus. O padrdo A de Pvull foi o Gnico observado em todas as
localidades, exceto para o Rio de Janeiro onde o padrdo B também ocorre.

A amostra de Porto Urucu apresentou um maior nimero de padrdes polimorficos.
Nesta localidade foram encontrados quatro padrdes para EcoRV (A, B, C e E), trés para
Hindlll (A, B e D) e um para Pvull (A). As amostras de Caraguatatuba e do Rio de
Janeiro também apresentaram um alto polimorfismo. Caraguatatuba apresenta quatro
padrdes diferentes para EcoRV (A, B, C e D) sendo que um deles, o padrio D, caracteriza
individuos heteroplasmicos para sitio de restri¢io. Para HindlIl observdu-se dois padrdes
(A e C) e um para Pvull (A). As amostras do Rio de Janeiro também apresentam trés
padrdes de EcoRV (A, C e D), dois de Hindlll (A e B) e dois de Pvull (A e B) (Tabela

I0).
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Os individuos que apresentaram o padrio D de EcoRV foram considerados
heteroplasmicos para sitio de restrigdo, possuindo linhagens celulares com diferentes
padrdes de restricio de DNAmt (Figura 2). Neste caso, uma parte com padrdo A e outra
com padrdo C para EcoRV. As possiveis causas da heteroplasmia serdo consideradas
posteriormente no item Discussio.

Os padrdes de fragmentos para cada enzima marcadora estdo relacionados uns aos
outros pelo simples ganho ou perda de um unico sitio. As séries de transformagio que
refletem os passos provaveis para interconversio dos padrdes de restrigdo das enzimas

estdo representados na Figura 3. Os sitios de restrigio foram localizados arbitrariamente

na molécula de DNAmt e foram representados por letras maiusculas e nimeros para
facilitar a compreensdo de perdas e ganhos de sitios. Assim, os sitios de restricdo para
EcoRV foram denominados de Ry a Ry, os de HindllIl de I; a Is e os de Pvull de P; a P;
(Figura 3).

Os padrdes de restrigio do DNAmt de C. macellaria para as enzimas marcadoras,
foram combinados para produzir os haplotipos mitocondriais. A analise de 245 individuos
com estas enzimas nas seis localidades, detectou a ocorréncia de 11 haplotipos

mitocondriais (Tabela IV).
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Figura 3: Padrdo de interconversdo dos sitios de restricdo obtidos com as trés endonucleases
marcadoras. As linhas cheias indicam alteragdo de um sitio de restrigdo, as setas indicam a dire¢io da perda
do sitio. As linhas pontilhadas indicam alteragdo de mais de um sitio. A localizagio dos sitios é arbitraria. Os

fragmentos R4 e P;ndo foram visualizados nos autorradiogramas mas sio sugeridos, baseado no tamanho da
molécula de DNAmt.
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Tabela IV: Numero de individuos por haplotipos mitocondriais obtidos com trés
endonucleases de restrigdo (EcoRV, Hindlll e Pvull) nas populagdes analisadas de
Cochliomyia macellaria.




Os haplotipos mais frequentes nas populagdes foram os haplotipos 1 (AAA) e 5
(CAA), encontrados em 43% e 42%, respectivamente, dos individuos analisados. O
haplétipo 5 foi o mais amplamente distribuido ocorrendo em cinco das seis populagdes
analisadas, seguido pelo haplétipo 1 que ocorre em quatro das seis populagdes. Os
haplétipos 7 (DBA), 8 (ABB) e 11 (AAB) foram observados somente no Rio de Janeiro.
O haplétipo 3 (ACA) é exclusivo de Caraguatatuba enquanto os haplotipos 9 (CDA) e 10
(EAA) sdo exclusivos das amostras de Porto Urucu (Figura 4).

As populagdes do Rio de Janeiro e de Porto Urucu apresentaram maior

variabilidade do DNAmt com sete haplotipos mitocondriais ocorrendo em RJ e seis em

PU, sendo que trés foram exclusivos para Rio de Janeiro (haplétipos 7, 8 e 11) e dois
exclusivos de Porto Urucu (haplotipos 9 e 10). Em Caraguatatuba foram encontrados 5
haplétipos e em Botucatu, Campinas e Manaus encontrou-se somente um haplotipo
(Figura 4).

Com nove dos onze haplotipos mitocondriais identificados foi construida uma
matriz de presencga/auséncia de sitios de restrigdo. Os haplétipos 6 e 7 ndo foram incluidos
na matriz por corresponderem a padrdes que indicam heteroplasmia para sitio de restrigio
do DNAmt. Na construgio da matriz foram considerados todos os sitios de restrigio das
enzimas marcadoras.

Do total de sitios obtidos com as endonucleases marcadoras, 7 mostraram-se

diagnosticos na detec¢do de variabilidade do DNAmt desta espécie (Tabela V).
Com os dados obtidos da andlise com endonucleases, calculou-se a proporgio de

fragmentos comuns (F) e a divergéncia de sequéncia nucleotidica (8) de acordo com Nei
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& Li (1979). Os valores de F e 8 encontrados para C. macellaria estio indicados na
Tabela VI. O valor de F variou de 0.947 até 0.987 e o valor de § variou de 0.002 até
0.009.

As mudangas evolutivas nos sitios de restrigio podem ser inferidas a partir dos
diferentes padrdes obtidos (Figura 3). Baseado na matriz de presenga/auséncia de sitios de
restrigdo para 9 haplétipos mitocondriais e nos valores obtidos para a divergéncia de
sequéncia (8) do DNAmt, foi elaborado um cladograma de parciménia relacionando os 9

haplotipos, considerando o menor nimero de eventos mutacionais para ocorrer a

interconversdo de um padrdo para outro (Figura 5).

No cladograma estdo indicadas as provaveis relagdes e mudancas de sitio de
restricio entre os haplotipos descritos para C. macellaria. Nesta analise ndo foram
incluidos os haplétipos 6 e 7, por corresponderem a padrdes que indicam heteroplasmia
para sitio de restrigdo.

A Figura § indica que quase todos os haplétipos estdo associados ao haplotipo 1,

que esta associado diretamente por somente uma mudanca de sitio a outros cinco

haplotipos ( 2, 3, 4, 5 e 10).

4.4 - Experimento de cruzamento.

Testes de cruzamento foram realizados para verificar-se a compatibilidade sexual

entre diferentes populagdes de C. macellaria. Os seguinte cruzamentos foram montados,

como descrito no item 2 de Material e Métodos:
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1 - 20 machos Ca X 20 fémeas RJ
2 - 20 machos RJ X 20 fémeas Ca

As progénies resultantes dos cruzamentos acima foram vidveis e produziram
progénies férteis. A progénie resultante do cruzamento 1 foi denominada de H-1 e a
progénie do cruzamento 2 foi denominada H-2.

O DNA mitocondrial de pupas da F1 (total de 91 individuos), representando todas
as progénies hibridas, foi digerido com 13 endonucleases de restri¢io como descrito em
Material e Métodos.

Ao todo, 9 enzimas reconheceram sequéncias no DNAmt das progénies hibridas,
tendo sido obtidos 23 sitios de clivagem no DNAmt dos individuos H-1 e 20 sitios para os
individuos H-2. Das enzimas testadas, 4 ndo apresentaram sitios de reconhecimento no
DNAmt das progénies hibridas, a saber: BamHI, Kpnl, Psfl ¢ Xbal. Outras duas
reconheceram apenas um unico sitio (Haelll e Xhol). As enzimas Mspl e BCIL,
reconheceram 2 sitios no DNAmt; Clal e Pvull reconheceram 3 sitios; £coRI e EcoRV 4
sitios e HindIll 6 sitios no DNAmt (Tabela II).

Trés enzimas foram capazes de detectar variabilidade no DNAmt das progénies. A
andlise do DNAmt dos individuos de H-1 revelou 2 padrdes de restrigdo para EcoRV
(padrdes A e D), dois padrdes para HindlII (padres A e B) e dois para Pvull (padrdes A
e B). Os individuos de H-2 analisados apresentaram um tinico padrédo para EcoRV (padrio

C), para Hindlll (padrdo A) e para Pvull (padrio A) (Tabela VII e Figura 2). A

combinagio dos padrdes de restricio resultou em 4 haplétipos mitocondriais para H-1

(haplétipos 1, 2, 6 e 8) e somente um haplétipo para H-2 (haplotipo 5) (Tabela VIII).
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Tabela VII: Frequéncia dos padrdes para as enzimas marcadoras nas
populacdes de Cochliomyia macellaria analisadas.
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Tabela VIII: Numero de individuos por haplotipos mitocondriais obtidos com
trés endonucleases de restrigdo (EcoRV, Hindlll, Pvull) nas populagdes
analisadas de Cochliomyia macellaria.
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Entre os individuos de H-1 foram observados dois com o haplétipo 6. O padrio D
para EcoRV, que constitui o haplotipo 6 ¢ caracteristico de individuos heteroplasmicos

para sitio de restrigdo como descrito anteriormente .

4.5 - Cariétipo de Cochliomyia macellaria

4.5.1 - Autossomos

Em C. macellaria de Ca (Azeredo-Espin, 1982), Cp e PU os pares de autossomos

2, 3, 4 e 5 sdo metacéntricos e o par autossdmico 6 é o Unico submetacéntrico,
apresentando um valor de relagdo de bragos de 3,0 (Figura 6 e Tabela IX).

Para Ca foi descrito por Azeredo-Espin (1982) uma constrigio na regifio distal do
brago curto do par 2, na regido proximal do brago curto do par 3, e outra na regido
proximal do brago longo do par 4 (ideograma a, Figura 4). Também nesta populagio
observa-se, ocasionalmente, uma constri¢do na regiio proximal do brago longo do par 6.

O cari6tipo da amostra populacional de Cp (ideograma b, Figura 4) apresenta
constri¢do na regido distal do brago longo do par 2, na regido proximal do brago curto do
par 3, na regido proximal do brago longo do par 4, na regido distal do brago longo do par
6 (Figura 6). Para a amostra de PU (ideograma c, Figura 4) observou-se duas constrigdes

no par 2, uma na regido distal do brago longo e outra na regizo distal do brago curto; uma

na regido proximal do brago curto do par 3, na regifio proximal do brago longo do par 4 e

na regido proximal do brago longo do par 6 (Figura 6).
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10um

Figura 6. Cromossomos mitéticos de ganglios nervosos de larvas, corados com Giemsa nas
populagdes de Caraguatatuba (A, B e C) (Azeredo-Espin, 1982), Porto Urucu (D, E e F) e
Campinas (G, H e I). Nas fotos A e B as constrigdes secundarias estdo indicadas por CS e nas

demais fotos por setas.
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Tabela IX: Rela¢do de bragos dos pares de cromossomos de trés populagdes de
Cochliomyia macellaria (média e desvio padrio).

POPULAC()ES PARES DE CROMOSSOMOS
X Y 2 3 4 5 6
Caraguatatuba 1.40 1.50 1.40 1.32 1.48 1.70 2.92
(Ca) (0.94) (0.58) (0.18) (0.16) (0.24) (0.43) (0.80)
Campinas (Cp) 1.60 1.70 1.20 1.42 1.96 1.75 3.17
(0.40) (0.0) (0.29) (0.11) (0.24) (0.21) (0.60)
Porto Urucu (PU) 1.00 1.40 1.95 1.45 1.61 1.46 3.20
(0.0) (0.14) (0.22) (0.63) (0.34) (0.04) (0.28)
Tipos de m t m m m m sm
Cromossomos

m = metacéntrico / t = centromero na regido terminal / sm = submetacéntrico
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4.5.2 - Cromossomos Sexuais

O cromossomo X de C. macellaria nas trés amostras populacionais analisadas (Ca,
Cp e PU), € metacéntrico. Porém, a relagdo de bragos na amostra de PU é 1,0 , diferindo
de Ca e Cp onde o cromossomo X apresenta bragos com comprimentos desiguais e
relagdo de braco de 1,4 e 1,6 , respectivamente. Tal cromossomo € menor que 0 menor
par autossémico (niimero 4), apresentando um comprimento relativo ao genoma de 3,5%
(Tabela X).

Em Ca, Cp e PU o cromossomo Y apresenta o centrdmero na regido terminal e
caracteriza-se por ser muito pequeno, apresentando-se bem condensado nas

fotomicrografias e muitas vezes dificil de ser visualizado.
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V. DISCUSSAQO

Nas ultimas duas décadas, a analise do DNA mitocondrial (DNAmt) demonstrou
ser uma metodologia importante para estudos evolutivos de animais e vegetais. Varios
estudos utilizaram o DNAmt para analisar estrutura de populagdes e fluxo génico,
biogeografia, relagdes filogenéticas, etc (revisdo em Wilson ef al., 1985; Moritz ef al.,
1987). Intraespecificamente, tem se detectado extenso polimorfismo mitocondrial em
varios grupos de animais e com um alto grau de diferenciagdo geografica (Avise ef al.,

1987).

E comum encontrar um alto grau de polimorfismo intraespecifico associado com
diferenciagdio geogréfica marcante. Quando uma espécie apresenta baixa diversidade no
DNAmt geralmente esta € interpretada como sendo decorrente de dispersdo frequente de
fémeas ou afunilamentos recentes na espécie. Esta interpretagfio assume que os
marcadores genéticos de DNAmt s@o neutros e que a reversdo de mutagdes é desprezivel
(revisdo em Moritz et al., 1987). Além disso, de acordo com Moritz ef al. (1987) deve-se
considerar também a extingfio ao acaso de linhagens maternas como uma fonte potencial
de erros interpretativos com relagfo a baixa diversidade do DNAmt.

No entanto, quando polimorfismo de DNA ¢ detectado, pode-se inferir relagdes de
parentesco entre linhagens maternas dentro de populagdes de uma espécie. Porém, de

acordo com Moritz et al. (1987), esta abordagem ¢ melhor aplicada em demes isolados

uma vez que a migracio de individuos pode gerar falsas indicag8es de parentesco.
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A técnica de RFLP utilizada para analisar a variabilidade do DNAmt, mostrou ser
bastante eficiente em revelar informacdes sobre a extensdo das diferengas de sequéncia do
DNAmt intra e inter populag¢Ses de C. macellaria. Embora tais informagdes ndo se refiram
a evolugdo de sequéncias especificas, é possivel realizar algumas inferéncias sobre a
estrutura populacional de C. macellaria.

A ocorréncia de haplotipos mitocondriais Unicos em determinadas localidades
(Tabela IV), fornece fortes evidéncias de que existem diferentes linhagens maternas

responsaveis pela manutengdo das populagGes locais como por exemplo, Ca, RJ e MA.

Quando se compara a frequéncia dos haplotipos, considerando-se as populagdes
como amostras regionais, isto €, regido Sudeste (Botucatu, Campinas, Caraguatatuba e
Rio de Janeiro) e regido Norte (Manaus e Porto Urucu), fica evidente a predomindncia de
haplétipos diferentes nas duas regides (Figura 4). Na regifio Norte, o haplotipo 5 (CAA) é
o mais frequente, enquanto no Sudeste, o haplotipo mais frequente é o 1 (AAA). Isso
reforca a idéia de linhagens maternas diferentes contribuindo para a manutengdo das
populagdes locais.

Neste trabalho, sdo sugeridas algumas hipoteses para explicar a origem das
linhagens mitocondriais que ocorrem em mais de uma populagio. Uma alternativa seria a
origem comum destes haplotipos, a partir de um haplétipo “ancestral”. Qutra possibilidade
seria a de que estes haplétipos tenham se originado de linhagens maternas distintas,

através de eventos mutacionais independentes. Baseado no cladograma obtido (Figura 6),

a interpretacio mais provavel seria a de uma origem comum destes haplétipos, embora
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somente com a analise de um maior nimero de populagdes, estabelecimento de transectos
€ de outros parametros biologicos poder-se-4 reforcar esta interpretagio.

Nas amostras de populagio de Botucatu, Campinas ¢ Manaus, detectou-se a
presenca de apenas um haplotipo mitocondrial em cada uma das localidades.
Provavelmente os haplétipos observados nestas localidades estejam fixados (Tabela II),
indicando a presenga de uma tUnica linhagem materna de C. macellaria nestes locais. A
auséncia de variabilidade genética do DNAmt nestas trés populagdes pode ser explicada
como resultante de efeito de fundador, evento que resulta em quebra brusca dos niveis de

variabilidade. Possivelmente a diminuigio do tamanho efetivo da populagio de C.

macellaria nestes locais tenha ocorrido devido 4 competigio interespecifica e tal fato
favorece a fixagdo de um haplotipo, provavelmente o mais frequente nas fémeas. A
ocorréncia de espécies de Chrysomya em altas frequéncias nestas localidades, poderia
estar gerando uma forte pressdo de competi¢do sobre as populagdes de C. macellaria
ocasionando um afunilamento populacional que resultaria na ocorréncia dos niveis
reduzidos de variabilidade observados. Porém, seriam necesséarios estudos comparativos
sobre dindmica e estrutura populacionais, associadas 3 estimativas de variabilidade
geneética de um maior numero de amostras de C. macellaria, bem como de outras espécies
de califorideos generalistas, para que se possa estabelecer as possiveis relagdes entre estas
espécies e a variabilidade genética.

Em Caraguatatuba e Rio de Janeiro, apesar da presenga e provével interferéncia,

das espécies de Chrysomya e da reducio populacional provavelmente ocasionada pela

competigdo, foi detectada grande variabilidade genética no DNAmt. Essas duas
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localidades caracterizam-se por ser litordneas e apresentar regides de Mata Atlantica
muito proximas aos locais de coleta (pastagens em Caraguatatuba e depésito de lixo
urbano no Rio de Janeiro). C. macellaria é considerada uma espécie hemisinantropica,
isto é, tem preferéncia por areas habitadas e nfo habitadas, podendo ser encontrada tanto
em regides de mata quanto em locais habitados (Ferreira, 1983). Ao contrario, muitas
espécies de Chrysomya tém preferéncia por areas habitadas ndo ocorrendo em areas
desabitadas como as matas. Este quadro sugere a possibilidade de estar ocorrendo a
migracdo de C. macellaria de regides habitadas para regides de mata dentro de uma
mesma localidade, como estratégia para evitar a forte competicdo com as espécies de
Chrysomya (Madeira, comunicagio pessoal). Essa situagdo poderia explicar a manutengio
da variabilidade genética apesar da forte competi¢do interespecifica. Qutra interpretagdo
seria a ocorréncia de multiplas introdugdes de fémeas de C. macellaria, com diferentes
haplétipos mitocondriais, oriundas de outras localidades e regides do Brasil. Evidéncias
experimentais demonstram a capacidade de dispersdo de espécies da familia Calliphoridae
(Krafsur ef al., 1979; Baungartner & Greenberg, 1984; Laurence, 1986) que pode se dar
tanto através do vbo como através de atividade humana, onde casos de transporte de
moscas via avides, navios, etc, estdo bem documentados (Guimaries et al., 1979; Gagné,
1981, Laurence, 1986). Caraguatatuba estd situada em uma regido de intensa atividade
pecuaria onde o fluxo de animais vivos é constante e atividades relacionadas ao abate e

comercializagdo de gado também ¢é bastante comum. Além disso, os locais de coleta

normalmente ficavam proximos a carcacas de animais e 3 material orginico em

decomposi¢do (lixo urbano). No Rio de Janeiro a atividade pecuaria ndo é tdo intensa
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quanto em Ca, mas os locais de coleta ficavam proximos a depositos de lixo urbano,
ambiente favoravel a reproducdio de varejeiras e que, provavelmente, apresentam uma
densidade populacional maior do que outros pontos da mesma localidade.

Pode-se entdio sugerir, que a manutengio da variabilidade genética nestas
localidades esteja ocorrendo mais pela interagdo dos varios fatores descritos do que pela
a¢@0 de um deles isoladamente. Contudo, estudos mais detalhados sobre a dindmica
populacional e comportamento desta espécie, em localidades com vegetacio nativa

proximas a areas habitadas, se fazem necessarios para que a variabilidade genética seja
melhor compreendida.

Em Porto Urucu as condi¢Ges ambientais diferem muito das outras localidades
analisadas. E uma regido distante de grandes centros urbanos, com pouca influéncia de
atividade humana e com a presenga de areas de floresta tropical conservadas. Outra
caracteristica muito importante de Porto Urucu € a auséncia, até o momento, de espécies
do género Chrysomya (Paraluppi, comunicagio pessoal). A auséncia das espécies
introduzidas permitiria que C. macellaria encontre neste local um ambiente livre de
pressdo de competi¢do, fator que favorece a sua ocorréncia em grande quantidade
permitindo a manutengdo de variabilidade. Este conjunto de fatores pode estar
contribuindo para a manutengdo da variabilidade genética encontrada na populagiio desta
localidade além do fato de ndo se poder descartar a ocorréncia de fluxo génico de outras

localidades para a regido de PU.

Embora algumas inferéncias sobre os niveis atuais de fluxo génico e sobre a

estrutura populacional desta espécie possam ser feitas, deve-se considerar que, apesar do
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grande numero de individuos analisados e da amostragem compreender seis localidades
brasileiras, nossas amostras ainda assim sdo limitadas quando se considera a ampla
distribuicdo desta espécie no territorio brasileiro. Torna-se prematuro, portanto, fazer
afirmagBes sobre a dindmica populacional de C. macellaria, que sera melhor esclarecida
com uma futura ampliagdo das amostras para diferentes regides brasileiras e com o
estabelecimento de transectos inter regides, além da analise de outros parimetros
bioldgicos.

Com relagdo ao genoma mitocondrial, a analise com a enzima EcoRV produziu

evidéncias de heteroplasmia de sitio de restrigo em 6 individuos de Ca e RJ. Como j4

descrito na Introdugdio, os casos de heteroplasmia para variantes de tamanho sdo
considerados relativamente mais comuns que os casos de heteroplasmia de sitio de
restrico. Na verdade os casos de heteroplasmia de restrigdo parecem ser considerados
raros muito mais devido a alguns fatores que afetam a analise com enzimas de restrigdo,
do que devido a raridade do fendmeno propriamente dito (Avise & Lansman, 1983;
Bentzen et al., 1988). Em alguns casos, bandas submolares sio observadas nos géis de
analise de restrigio do DNAmt. Estas s3o comumente atribuidas aos seguintes fatores: 1-
digestdes incompletas pela enzima, presumivelmente resultantes da provavel perda parcial
da atividade da enzima de restrigio, 2- baixa concentragdo da enzima em relagdo ao
DNAmt, 3- pouco tempo de incubagdo, 4- diferengas nas cinéticas dos sitios de clivagem

(Avise & Lansman, 1983). Tais bandas extras, quando submetidas a uma nova digestio,

desaparecem. Contudo, na maioria das vezes, casos verdadeiros de heterogeneidade de

seqiiéncia (heteroplasmia), ndo sdo distinguidos das digestdes incompletas, sendo tratados
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como tal. Além disso, exemplos de heteroplasmia envolvendo um tinico sitio de restricio
sdo mais dificeis de serem detectados que aqueles associados com polimorfismos de
tamanho. Isso ocorre porque heteroplasmia para sitio de restrigdo € detectada apenas por
uma unica enzima de restricdo, enquanto a heteroplasmia de tamanho de fragmentos de
restricdo pode ser detectada e comprovada com varias enzimas (Bentzen ef al., 1988).
Essas ambiguidades também reforgam o fato de que evidéncias de heteroplasmia para o
DNAmt, tenham que ser tratadas com cautela para evitar-se erros interpretativos.

No presente trabalho, foram consideradas as possibilidades de ocorréncia de
digestdo parcial ou contaminagéo na analise do padrdo heteroplismico de EcoRV (“D”).
A reprodutibilidade do padrio “D” em condi¢Ges de excesso de enzima e longos periodos
de incubagdo (5 - 8 h), descartou a hipotese de digestio parcial. Por outro lado, se a
heteroplasmia tivesse sido causada por contaminagio com DNAmt de individuos
diferentes, os padrdes para as outras endonucleases, também poderiam detectar
heterogeneidade para qualquer sitio para os quais as moscas diferissem. Nenhum dos
individuos que foram considerados heteroplasmicos para sitio de restrigdo, apresentaram
heterogeneidade de sitio para outras enzimas. Este fato descartou a possibilidade de
contaminag¢io.

A heteroplasmia observada em C. macellaria pode ter sido resultante de dois
fatores: 1- contribuigdo paterna;, 2- segregacfio incompleta de formas variantes dos

DNAmt envolvidos. A segunda possibilidade parece ser mais provavel para esta espécie,

uma vez que, atraves da anlise do DNAmt dos descendentes dos cruzamentos efetuados,

foi observado que 0 DNAmt ¢ herdado através da linhagem materna (Valle & Azeredo-
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Espin, 1995). Isso fica claro, por exemplo, quando se analisa os haplotipos obtidos para os
individuos de H-1 (machos Ca x fémeas RJ). O haplétipo 8 (ABB) ¢é exclusivo das
populagbes de onde originaram-se as fémeas para o cruzamento (RJ), este mesmo
haplétipo apareceu em 36% dos individuos de H-1 analisados.

Para analisar a relagio entre cada um dos padrdes obtidos com as enzimas
marcadoras no DNAmt, foram estabelecidos os eventos de ganho e/ou perda de sitios de
restricio entre eles. Para isso utilizou-se o critério da parciménia onde considera-se o

menor numero possivel de mudangas para a interconversdo de um padrdo para outro,
dando-se prioridade para as perdas de sitio. Segundo Templeton (1983), no processo

evolutivo a perda de sitios de restri¢do supera o ganho de sitios em frequéncia.

A Figura 3 mostra os provaveis passos para interconversdo dos padrdes de C.
macellaria para as enzimas marcadoras € as possiveis perdas de sitio de restrigio estdo
indicadas por setas. Para EcoRV o padrio A pode ter surgido pela perda do sitio R; do
padrdo B originando um fragmento de 10,1 Kpb. Por outro lado, o padrio A pode ter
aparecido pela perda do sitio R4 do padrdo E originando um fragmento de 6,6 Kpb. O
padrdo C pode ter se originado pela perda do sitio R,, permanecendo apenas o sitio R;
que lineariza a molécula de DNAmt. O fragmento de 1,0 Kpb do padriio E (entre os sitios
R; e Ry) ndo € visivel nos autoradiogramas.

O padrdo C de HindlIl pode ter se originado pela perda do sitio I, do padrio A

formando um fragmento de 7,0 Kpb. O padriio A, por sua vez, pode ter surgido de duas

maneiras, pela perda do sitio Is do padrio B ou pela perda do sitio I do padrio D,

formando os fragmentos de 4,1 Kpb e 5,5 Kpb respectivamente.
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Para Pvull os dois padrdes relacionam-se pela perda do sitio P;. O padrio B pode
ter originado o padrdio A, gerando um fragmento de 7,8 Kpb. Como no caso do padrio E
de EcoRV, o fragmento de 1,0 Kpb do padrio B de Pwull ndo é visivel nos
autorradiogramas.

O tamanho do DNAmt de C. macellaria foi estimado em 16,5 Kpb, sem variagio
no comprimento da molécula. Na Tabela I sdo mostrados os tamanhos de cada fragmento
obtido com as enzimas marcadoras e, baseado nestes dados, inferiu-se o tamanho total da

molécula de DNAmt. Para o padrdo A de EcoRV, por exemplo, obteve-se uma somatoria
de 16,8 Kpb; porém, para o padrdo B a somatéria é de 15,7 Kpb. Segundo dados da

literatura, o tamanho da molécula de DNAmt de outras espécies de Calliphoridae
assemelham-se em tamanho; C. hominivorax com 16,3 Kpb (Roehrdanz & Johnson, 1988;
Roehrdanz, 1989; Infante & Azeredo-Espin, 1995) e Phaenicia eximia com DNAmt de
16,4 Kpb (Azeredo-Espin & Madeira, 1996). Para se determinar com maior precisdo o
tamanho da molécula, um padrdo de tamanho de alto peso molecular (High Molecular
Weight pattern - BRL) foi utilizado como referéncia na medi¢do dos fragmentos e os
dados confirmaram que o tamanho do DNAmt € de aproximadamente 16,5 Kpb (Tabela
I). Roehrdanz & Johnson (1996), descreveram o DNAmt de C. macellaria de uma tinica
populagdo como tendo, aproximadamente, 16,2 Kpb. Para estes autores, a diferenga de
tamanho obtida por Valle & Azeredo-Espin (1995) & decorrente de variagBes nas

condi¢Bes de gel e nos padroes de tamanho empregados, ndo refletindo assim, diferengas

significativas de tamanho.
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Baseado em varios exemplos da literatura, considera-se que a maior parte do
polimorfismo intraespecifico do DNAmt ¢é atribuido a perda ou ganho de sitios de
restri¢do particulares de sequéncias especificas, sem alterages detectaveis do tamanho do
genoma (Avise & Lansman,1983). Por exemplo, Lansman et al. (1983), observaram que
todas as diferengas entre 61 padrdes de restricio de DNAmt de Peromyscus maniculatus,
resultaram de alteragbes de sitios individuais que foram mapeados numa molécula de
tamanho constante. De fato, nas regiGes codificadoras, as altera¢Bes de sitio tendem a ser

resultantes da substituigio de bases, mais do que pequenas adigdes ou delecGes

nucleotidicas que podem alterar a seqiiéncia de leitura.

A presenga e/ou auséncia de sitios de reconhecimento de determinadas enzimas,
sdo caracterizadas como a presenga e/ou auséncia de determinado padrdo, fornecendo
dados apropriados para o estabelecimento de relagSes entre os haplotipos que sdo
utilizados para se estabelecer as relagdes filogenéticas do genoma (Harrison, 1989).

Um fenémeno observado freqiientemente no genoma mitocondrial animal ¢ a
homoplasia (Avise et al., 1987) onde muitos sitios de restri¢do parecem ‘ligar’ e ‘desligar’
repetidamente durante a evolugéo. Este fenomeno € atribuido a substituigdes recorrentes
de bases, principalmente transi¢des (A - G, C - T) (Avise ef al., 1987). Porém, o padrio
de substituicdo parece diferir no DNAmt de Drosophila, onde transversdes
(principalmente A - T) ocorrem tanto quanto ou mais que as transi¢des de base (Moritz et

al., 1987). Filogenias inferidas a partir de genétipos mitocondriais podem ficar

comprometidas quando a homoplasia, isto é, convergéncia evolutiva ou reversio de sitios
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de restrigdo, for comum (Avise & Lansman, 1983; Avise ef al., 1987), pois tal fendomeno
tem o efeito de gerar ambigiiidades quando se compara padrdes de restri¢do.

Roehrdanz (1989) observou homoplasia para alguns sitios de restrigdo da enzima
Haelll, em populagdes de Cochliomyia hominivorax do México e América Central. Por
outro lado, Infante & Azeredo-Espin (1995), ndo observaram homoplasia em populagdes
brasileiras de C. hominivorax. No presente trabalho ndo foi detectada homoplasia para
populagdes brasileiras de C. macellaria. Tal fato nos permite inferir que as relagdes

propostas entre os diferentes haplotipos obtidos para esta espécie, ndo sdo resultado de
convergéncia e sim de relagOes genéticas entre os haplotipos.

O cladograma obtido com os haplétipos mitocondriais sugere que o haplotipo
mitocondrial 1 (AAA) ¢ um forte candidato a ser o haplétipo “ancestral” nas populagdes
de C. macellaria analisadas, devido a: a- ser o haplotipo mais frequente ocorrendo em
43% do total de individuos analisados; b- ser o segundo haplétipo mais bem distribuido
geograficamente, ocorrendo em quatro das seis localidades analisadas (Cp, Ca, PU ¢ RJ);
c- apresentar posi¢do central no cladograma, se relacionando a outros cinco haplotipos
por apenas uma mudanga de sitio (Figura 5).

O haplotipo 5 (CAA) foi o segundo mais freqiiente nos individuos analisados
ocorrendo em 42% dos casos, € € o haplotipo mais bem distribuido geograficamente, no
ocorrendo apenas na amostra de Campinas. Sua posi¢io no cladograma, entretanto, revela

que este haplotipo se relaciona com somente outros trés (por mudanga de um unico sitio)

inclusive o haplétipo 1. Os demais haplétipos nfo possuem ampla distribuigio geografica

68



e, além disso, suas frequéncias ndo excedem 4% nas populagdes. Portanto, a interpretacéo
de que o haplétipo 1 seja o “ancestral” parece ser a mais provavel.

Infante & Azeredo-Espin (1995) realizaram a andlise da variabilidade genética do
DNAmt de diferentes populagdes brasileiras de Cochliomyia hominivorax. A metodologia
utilizada foi a mesma empregada neste trabalho para a analise populacional de C.
macellaria, o que facilita a realizagdo de comparagdes entre as duas espécies quanto a
variabilidade e estrutura genética de populacio.

C. hominivorax, também pertencente a familia Calliphoridae, é muito semelhante

morfologicamente e foi confundida até 1933 com C. macellaria, quando Cushing &

Patton estabeleceram a distingdo entre as duas espécies; além das diferengas morfologicas,
apresenta diferengas sob aspectos genéticos e de comportamento (Azeredo-Espin, 1982;
Guimardes ef al., 1983; Infante, 1994). C. hominivorax é causadora de miiases primaria
enquanto C. macellaria possui habito exclusivamente saprofago. Além disso, também sdo
encontradas diferengas no ciclo de vida, como numero de ovos e tempo de
desenvolvimento larval (Guimardes ez al., 1983).

- A andlise do DNAmt de C. hominivorax via RFLP (Infante & Azeredo-Espin,
1995), mostrou que das 15 endonucleases testadas 4 (Haelll, Hindlll, Mspl e Pvull)
foram capazes de detectar variabilidade sendo que duas delas (Hindlll e Pvull) também
detectaram variabilidade no DNAmt de C. macellaria. Com a combinagio dos padrdes

obtidos para as enzimas marcadoras pode-se detectar 15 haplotipos para a espécie C.

hominivorax e 11 para C. macellaria. Porém, ndio foram observados padrdes de restricio

iguais para C. macellaria e C. hominivorax, mesmo para as enzimas comuns que foram
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marcadoras comuns para as duas espécies. Este fato demonstra a possibilidade de
diferenciar-se também as duas espécies pela analise do polimorfismo de DNAmt.

Apesar do fato de as duas espécies apresentarem os padrbes de restricdo do
DNAmt visualmente diferentes, Roehrdanz & Johnson (1996) comparando o mapa de
restrigdo de ambas, detectaram a presenga de 30 sitios de restrigio em comum. Contudo,
o calculo da divergéncia de sequéncia entre as duas espécies foi de & = 0.052 ou 5.2%,
valor considerado elevado, refletindo diferencas de sequéncias interespecificas (Avise,
1994), demonstrando a vantagem de utilizar esta metodologia para diferenciar espécies.

Casos de heteroplasmia foram detectados nas duas espécies. Enquanto a
heteroplasmia observada para C. hominivorax (n=17) foi de tamanho (padrio “E” de
Pvull, Infante & Azeredo-Espin, 1995), em C. macellaria (n=8) a heteroplasmia envolve
sitios de restri¢do (padréo “D” de EcoRV, Valle & Azeredo-Espin, 1995).

Avise ef al., 1987 estabeleceram cinco categorias tedricas para filogeografia
intraespecifica que associam o grau de divergéncia dos gendtipos mitocondriais entre
diferentes populagdes. A filogenia baseada em DNAmt pode apresentar descontinuidades,
onde genotipos relacionados diferem de outros por muitos eventos mutacionais. Estes
grupos de DNAmt geneticamente distintos podem ocupar regides geograficamente
separadas na distribuigfio da espécie (categoria I), ou podem co-ocorrer geograficamente
(categoria II). Por outro lado, filogenias de DNAmt podem ser mais ou menos continuas

geneticamente e separadas espacialmente (categoria III), totalmente sobrepostas

(categoria IV) ou parcialmente agrupadas (categoria V).
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Neste trabalho os resultados obtidos sugerem, principalmente para as amostras de
Ca, RJ e PU, que a espécie C. macellaria seja incluida na categoria I. Neste caso, os
genotipos mitocondriais apresentam descontinuidade filogenética e separa¢do geografica.
Avise et al., (1987) afirmam que esta € a situagio mais comumente encontrada e que
descontinuidade ‘genética com orientag@o geografica envolve barreiras ao fluxo génico. De
fato, as populagdes de PU e RJ sdo as que mais diferem, possuindo 7 haplétipos diferentes
sendo que esta diferenga pode ser atribuida a distdncia geografica existente entre estas

localidades. Quando se compara as populagbes de Ca e RJ observa-se um total de 5
haplotipos diferentes ¢ quando se compara as amostras de PU e Ca observa-se 5

haplotipos diferentes (Figura 5). A ocorréncia de haplotipos comuns entre as populagdes
ndo descarta a possibilidade de ocorréncia de fluxo génico, principalmente entre Ca e RJ,
ja que a distancia entre PU e as demais populagdes € grande (3.000km em média).
Baseado nos resultados obtidos para Cp, Bo ¢ Ma pode-se sugerir que estas
populagdes de C. macellaria, sejam incluidas na categoria IV. Neste caso, os gendtipos
mitocondriais proximamente relacionados parecem ndo estar geograficamente localizados,
possivelmente devido a uma intera¢o recente e relativamente extensiva, através de fluxo
génico. Para que isso ocorra sdo necessarias a auséncia de barreiras zoogeograficas, bem
como um tipo de comportamento que favorega a dispersio (Avise ef al., 1987). No caso
de C. macellaria a inclusio das populagdes de Cp e Bo, apesar da ocorréncia de

haplétipos diferentes nestas localidades (Figura 4 e Tabela IV), na Categoria IV é mais

evidente pelos seguintes fatos: 1- sio regiBes relativamente préximas geograficamente

(229 Km), 2- comprovadamente os adultos de C. macellaria possuem grande capacidade

71



de voo (Baumgartner & Greenberg, 1984), fato que possibilita e facilita a dispersdo e
fluxo génico, 3- somente uma Unica alteracéio de sitio de restri¢do foi observada entre os
haplétipos que ocorrem nestas duas localidades, indicando proximidade entre eles
(6=0.003). A inclusio de Ma na categoria IV torna-se um pouco mais complicada pelo
fato desta localidade encontrar-se em regido totalmente distinta e distante geograficamente
das outras no Estado do Amazonas, tornando-se complicada a inferéncia de possivel fluxo
génico entre as duas regides. Porém, como mencionado anteriormente, amostras que
incluam populagdes da regido Central e do Noroeste do Brasil fazem-se necessarias para
que a dindmica populacional de C. macellaria seja melhor esclarecida.

Um dos melhores exemplos de espécie que se enquadra na categoria IV é o das
enguias Americanas da espécie Anguilla rostrata (Avise et al., 1987). Neste caso os
autores documentaram a auséncia de diferenciacio de DNAmt entre amostras
populacionais amplamente distribuidas (Avise ef al., 1986). Os resultados por eles obtidos
foram:1- um unico genotipo mitocondrial prevalecendo em todas as localidades; 2-
genotipos variantes observados em 2 ou mais individuos nfo estavam confinados a
localidades especificas; 3- o polimorfismo (detectado por uma unica enzima) apresentou-
se amplamente distribuido geograficamente e ndo apresentou diferengas de freqiiéncia
entre as localidades; 4- a divergéncia de seqiiéncia calculada foi baixa (5 = 0.001). Tais
dados levaram a conclusio de que 4. rostrata é constituida por uma tnica populagio

intercruzante com ampla distribui¢io de larvas.

O caleulo da divergéncia de sequéncia foi efetuado para as duas espécies. Para C.

hominivorax a divergéncia de sequéncia nucleotidica entre os haplétipos variou de 0.3% a
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2.7% (8=0.92%), enquanto para C. macellaria a variagéo foi de 0.2% a 0.9% (6=0.5%).
Infante (1994) incluiu as populagdes de C. hominivorax, exceto a populagio de
Caraguatatuba, na categoria IV de filogenia intraespecifica (Avise ef al., 1987), onde os
haplotipos mitocondriais nfo parecem estar geograficamente localizados devido a uma
interacdo recente, através da auséncia de barreiras geograficas interlocalidades. Ja a
populacdo de Caraguatatuba foi incluida na categoria II, onde ha descontinuidade genética
do DNAmt nfo associada com separagdo geografica. Como sera tratado posteriormente

na discussdo, as populagdes de C. macellaria de Ca, RJ e PU foram incluidas na categoria

[ (descontinuidade genética com separacdo espacial), enquanto as populaces de Bo, Cp e
Ma foram incluidas na categoria IV como ocorreu para a maior parte das populagdes de
C. hominivorax.

Os cruzamentos interpopulacionais mostraram que ndo ha indicios de
incompatibilidade sexual. As progénies foram denominadas H-1 e H-2 e sfo resultantes
dos cruzamentos 1 e 2, respectivamente. O DNAmt dos individuos das progénies também
foi submetido & analise com endonucleases de restrigio para avaliagdo da variabilidade
genética.

Em H-1 foram encontrados dois padrdes para EcoRV (A e ‘D’) sendo que um
deles ¢ caracteristico de individuos heteroplasmicos (Tabela VII). Este fato esta de acordo
com o padrdo de heranga materna do DNAmt, ja que individuos heteroplasmicos também

foram observados na analise da populagio de onde se originaram as fémeas do

cruzamento. Para Hindlll foram observados 2 padrdes (A e B) que ocorreram exatamente

na mesma freqiiéncia, cada um em 50% dos individuos. Para Pvull foram observados os
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padrbes A e B. De fato, o padrio B de Pvull somente foi observado no Rio de Janeiro,
amostra de populagdo que forneceu as fémeas para o cruzamento 1 que originou H-1
(Tabela VII).

Combinando-se os padrdes de restrigdo para as enzimas marcadoras, obtiveram-se
os haplétipos mitocondriais para H-1 (Tabela VIII). Foram observados quatro haplétipos
[1(AAA), 2(ABA), 6(DAA) e 8(ABB)] sendo que o mais frequente (AAA) foi também o
mais frequente na populagiio materna de H-1. Baseado nestes resultados pode-se inferir
que no cruzamento de machos de Ca e fémeas do RJ, linhagens maternas diferentes
contribuiram para formar a progénie (H-1).

Em H-2 foi encontrado somente um padréio para cada enzima marcadora. C para
EcoRV, A para Hindlll e A para Pvull, portanto, somente um haplétipo mitocondrial foi
observado nos 47 individuos analisados (CAA) (Tabela VIII). Tal fato deve ter ocorrido
ou porque somente uma linhagem materna (fémeas com o haplétipo 5) contribuiu para a
produgdo da progénie, ou porque os individuos analisados eram oriundos da postura de
uma unica fémea. A primeira hip6tese parece ser a mais provéavel, uma vez que durante a
estimulagdo das fémeas para a obten¢fio das posturas, foram tomadas precaugdes para
evitar que somente a postura de uma fémea fosse analisada.

O célculo da estimativa de divergéncia de sequéncia nucleotidica (8) do genoma
mitocondrial de C. macellaria, apresentou valores que variam de 0.002 a 0.009, com um

valor médio de 8 = 0.005. A proporgdo de fragmentos em comum (F) para os haplétipos

mitocondriais variou de 0.674 a 0.986, com valor médio de F = 0.842.
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E evidente a predominancia de dois haplotipos mitocondriais (1 € 5) e sua ampla
distribuigdo geografica. Um outro dado importante observado foi o de que ha trés
populagdes onde somente um Gnico haplétipo mitocondrial foi encontrado (Bo, Cp e Ma).
Em duas delas, Bo e Ma, o haplétipo fixado € o 5 e em Cp o haplétipo fixado é o 1.
Varios tipos de eventos podem levar a diferenciagdo genética entre populagdes, tais como:
colonizagdo de um novo habitat (Bartlet & Richardson, 1986; Holt, 1987, Rice & Solt,
1988); colonizagdio de um novo territério ou regido (efeito fundador) (Carson &
Templeton, 1984; Bartlet & Richardson, 1986), afunilamento populacional (Nei ef al.,
1975), mudancas genéticas por eventos estocasticos, tais como deriva genética e mutacio
(Templeton, 1980) ou sele¢dio natural (Barker & Thomas, 1987). No caso de C.
macellaria, a fixagdo destes haplotipos nas populagdes pode ser explicada pelo fato de, no
Brasil, as populagdes desta espécie terem passado por uma drastica diminuigio
populacional devido & competi¢io com espécies de Chrysomya e, provavelmente, os
haplotipos 1 e 5 foram fixados por ocorrerem em maior freqiiéncia nestas localidades. O
fato de existirem haplotipos exclusivos em algumas localidades (ACA = Ca, DBA ,ABB e
AAB=RJ, CDA e EAA = PU) sugere que a espécie C. macellaria se encontra em franco
processo evolutivo € um monitoramento da variabilidade genética temporal e de um maior
namero de localidades se faz necessario para que a sua estrutura populacional seja melhor

entendida.

O maior niimero de substituigdes nucleotidicas § = 0.009 foi observado entre os

haplotipos 8 e 9 sendo que, o haplétipo 8 ¢ exclusivo da populagio de RJ e 0 9 exclusivo
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de PU. A presenca de haplotipos como 0 8 € 0 9 sugere que esta espécie apresenta-se
subdividida pela distdncia e caminha para a estruturagio genética.

Taylor & Peterson II (1994), através da andlise de alozimas em populag¢des de C.
macellaria da Costa Rica, concluiram que, baseado em estatistica para o equilibrio de
Hardy-Weinberg e estatistica de Wright, C. macellaria é uma espécie panmitica sem
evidéncia de subestruturagiio populacional. Tal fato condiz parcialmente com nossas
conclusdes sobre o estado atual das populagdes de C.macellaria no Brasil, j4 que
diferencas foram observadas entre, por exemplo, PU e RJ. Deve-se ressaltar também a
diferenca quanto & extensdo territorial entre Brasil ¢ Costa Rica. Provavelmente, um
territério menor como o da Costa Rica estaria favorecendo a interagdo entre populagBes
gerando um quadro de panmixia. Além disso, 0 método de anilise via RFLP do DNAmt
pode revelar informagdes sobre eventos de fluxo génico e efeito de fundador, que a analise
de alozimas muitas vezes ndo permite.

Os valores de divergéncia de sequéncia observados em C. macellaria estio dentro
dos valores tipicamente encontrados para analise intrapopulacional e intraespecifica
(0.0005 - 0.020) (Stephan & Langley, 1992; Avise, 1994). Apesar de termos classificado
C. macellaria parcialmente como ‘categoria-IV’ e dos baixos valores de divergéncia de
sequéncia encontrados, nio podemos inferir com exatiddio se a variabilidade observada
representa um alto polimorfismo de uma espécie com populagdes intercruzantes e,

portanto, uma espécie panmitica. Segundo Avise ef al., 1987 a simples documentagio de

um padrfio ‘categoria-IV’ niio implica necessariamente em panmixia. Na verdade ha fortes

indicios de que espécies assim classificadas teriam uma relativa facilidade de
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movimentag@o (associada com a capacidade de vdo) durante tempo evolutivo recente,
sendo que suas popula¢Bes estiveram em contato genético, provavelmente, por pelo
menos dezenas de milhares de geragdes.

Azeredo-Espin (1982) analisou cariotipicamente C. hominivorax e C. macellaria
encontrando diferencas suficientes para distinguir facilmente as duas espécies. O
comprimento dos autossomos e a morfologia dos cromossomos sexuais é diferente entre
elas. O cromossomo X em C. hominivorax ¢é submetacéntrico e apresenta um
comprimento maior que o X metacéntrico de C. macellaria. Em C. macellaria o

cromossomo Y apresenta centromero na regido terminal ¢ € bem menor que o Y

metacéntrico de C. hominivorax. O complemento somatico de C. macellaria também
apresenta um numero maior de constri¢des secundarias que o de C. hominivorax. Além
disso, o cromossomo X de C. macellaria de Ca, Cp e PU é metacéntrico diferindo de C.
hominivorax (submetacéntrico). Além disso, os dados de relagio de brago do
cromossomo X também diferem. Apesar de metacéntrico, o X de Cp e Ca possuem bragos
com comprimentos desiguais (Rb = 1,6 e Rb = 1,4, respectivamente) o que ndo ocorre em
PU onde os bragos tém comprimentos iguais (Rb = 1,0) (Tabela IX). O cromossomo Y,
visualizado em Cp, € muito pequeno e possui centrémero terminal como em Ca.

Foram detectadas também diferengas na porcentagem do comprimento total do
complemento (%CTC) (Tabela X). O par autossdmico 3 de Cp ¢ menor que 0 mesmo par

de Ca e PU. Ja o par autossomico 6 desta mesma populagdo (Cp) é maior que o mesmo

par de Ca e PU que possuem praticamente o mesmo comprimento (Figura 4). O

comprimento médio total do complemento foi de 25,3um para Ca, 21,8um para Cp e
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24,3um para PU (Tabela X). Embora tenham sido observadas estas diferengas do tamanho
do complemento, € possivel que estas possam estar relacionadas com o grau de
condensagdo cromossOmica diferente durante o estadio larval utilizado para a analise.
Procurou-se minimizar tais efeitos padronizando-se a analise, para larvas que estivessem
no mesmo estadio de desenvolvimento.

As diferencas mais marcantes entre C. macellaria ¢ C. hominivorax e também
entre as populagbes de C. macellaria analisadas, residem na presenga e localizagdo de

constri¢gdes secundarias. Tais constrigdes distinguem as trés popula¢des analisadas. Outras

técnicas de coloragio como bandamento dos cromossomos, além da analise de um maior
numero de populacdes, sdo necessarias até para caracterizar as constrigdes em termos de
frequéncia.

Quando se compara os dados de marcadores nuclear e mitocondrial, pode-se
estabelecer uma correlagdo entre os haplotipos e os cariétipos observados (Figura 4). A
ocorréncia de caribtipos diferentes para cada localidade e a presenca de hapldtipos
exclusivos indicam que esta espécie encontra-se num processo de estruturacio genética no
Brasil.

As abordagens realizadas neste trabalho demonstraram ser eficientes na obtengio
de marcadores genéticos para caracterizar eventos evolutivos recentes. Porém, um maior
entendimento da estrutura populacional desta espécie no Brasil, que nas ultimas décadas

sofreu drastica alteragdo no seu habitat, somente serd conseguido com o continuo

monitoramento da variabilidade genética, com estudos biogeograficos ¢ acompanhamento

dos efeitos da competigio interespecifica.
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VL. RESUMO

A espécie Cochliomyia macellaria (Fabricius) caracteriza-se por ser exclusivamente
saprofaga, podendo causar miiases apenas em infestagdes secundarias de feridas. Apresenta
ampla distribui¢8o geografica nas Ameéricas, do sul do Canada até a Argentina. Esta espécie,
por ser sinantropica, tem grande importdncia como vetor mecanico de microorganismos
patogéncicos.

Na década de 70, as Américas foram invadidas por espécies do género Chrysomya

(Robineau-Desvoidy) cuja distribuigdo geografica era confinada ao Velho Mundo. A

introdu¢do no continente Americano ocorreu através de intervengdo humana. O
estabelecimento de espécies de Chrysomya no Novo Mundo afetou diretamente a fauna
local de moscas varejeiras que exploram o mesmo recurso e mostram-se cmpetidores
eficientes. As espécies nativas do Novo Mundo do género Cochliomyia sdo consideradas
equivalentes ecoldgicos das espécies de Chrysomya. A introdug@io e estabelecimento de
espécies deste género na regido Neotropical tem contribuido para alterar a distribuigio e
frequéncia de populagdes de C. macellaria no Brasil.

O conhecimento basico da variabilidade genética e evolugio intraespecifica ¢ uma
informagdo necessaria para a compreensdo da estrutura de populagdo e eventos evolutivos
recentes como introdugdes e fluxo génico. Em insetos, 0 DNAmt tem mostrado ser um

marcador genético efetivo para obter informagdes sobre a variabilidade e estrutura genética

de populagdes.
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Neste trabalho, a analise de restricio do DNAmt e o calculo da divergéncia de
sequéncia nucleotidica no DNAmt de 6 populagdes brasileiras de C. macellaria, foram
conduzidos para examinar a variabilidade genética e para fornecer bases para a compreensio
da atual estrutura populacional de C. macellaria. Foi realizada também a analise cariotipica
,para a obtengdo de dados que relacionassem informag¢Ges nucleares e citoplasmaticas de
algumas populagdes.

O uso de 13 endonucleases de restrigdo na andlise do DNAmt de C. macellaria
revelou que 3 enzimas (EcoRV, Hindlll e Pvull) foram eficientes para detectar
variabilidade. Baseado nos padrdes de restrigio obtidos para estas enzimas, foram
caracterizados 11 haplotipos mitocondriais.

Entre os haplotipos mitocondriais, os valores obtidos para divergéncia de sequéncia
de nucleotideos (8) variaram de 0.002 a 0.009. Estes dados sugerem diferenciacio local do
DNAmt de algumas populagdes. A analise cladistica dos haplotipos observados e da
distribuicdo geografica sugere que algumas populagdes de C. macellaria apresentam certa
descontinuidade genética com separagido espacial, dados que refletem barreiras ao fluxo
génico. Por outro lado, algumas populagdes revelam que haplétipos intimamente
relacionados ndio apresentam localizagdo geografica, o que pode refletir interacio dessas
populagdes através de fluxo génico, migraciio entre as diferentes localidades ou interferéncia
humana.

A analise cariotipica de trés populagdes de C. macellaria (Ca, Cp e PU) revelou

diferencas quanto a posiciio dos centrdmeros e tamanho dos cromossomos sexuais, além de
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detectar constricdes secundarias que podem ser utilizadas como marcadores
interpopulacionais e interespecificos a nivel crommossémico.

Apesar de ter sido detectada interagdo via fluxo génico entre algumas das
populagdes de C. macellaria e dos baixos valores de divergéncia de sequéncia, a alta
variabilidade observada no DNAmt representa um marcador genético molecular efetivo para
a compreensdo de eventos evolutivos recentes € no monitoramento de afunilamento e
competicio entre as espécies causadoras de miiases nativas e introduzidas da familia

Calliphoridae.
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VII. ABSTRACT

Cochliomyia macellaria (Fabricius) is an endemic New World species ranging from
southern Canada to Argentina, that is specially abundant in the tropical regions. This species is
exclusively saprophagous species breeding in carrion and is also a secondary agent of myiasis. It is
perhaps the most widely distributed calliphorid in the Americas. The adults of C. macellaria are
attracted to a wide variety of substrates for food or reproduction, such as urban garbage, human

and livestock feces and wounds infested with dipteran larvaes or not. This species has been

reported as a mechanical vector of human and animal diseases.

Recently, four Old World blow flies of the genus Chrysomya (Robineau-Desvoidy) were
introduced in the New World. These species, particularly C. albiceps and C. putoria, have the same
habitat of the native species, including C. macellaria, providing strong interspecific competition,
and have caused a population reduction and displacement of C. macellaria in several regions of
Brazil.

Investigations of the genetic variability among populations of this species would help to
understand historical patterns of dispersal and current levels of gene flow. In insects, the mtDNA
has been considered an effective genetic marker to obtain informations about species variability and
their genetic structure.

In this work, the mtDNA restriction analysis and the sequence divergence of six Brazilian

populations of C. macellaria were conducted to estimate the genetic variability and to understand

the actual populational structure of this species. A karyotipic analysis was also conducted to obtain

data that compare nuclear and cytoplasmatic information in some populations.
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Three out of thirteen enzymes (£coRV, Hindlll and Pvull) were suitable to detect mtDNA
variation between the sampled C. macellaria populations. Combined restriction patterns for these
three enzymes comprised the mtDNA haplotypes of each of the individuals. Eleven mitochondrial
haplotypes were detected.

Among the mitochondrial haplotypes, the values of sequence divergence estimated (§)
ranged from 0.002 to 0.009. These data suggest local differentiation of mtDNA of some
populations. The cladistic analysis of the haplotypes and the analysis of geographical distribution
suggest that some populations of C. macellaria show genetic discontinuity with spatial separation,
reflecting barrier to gene flow.

The karyotipic analysis of three populations (Ca, Cp e PU) revealed differences in
centromere position and size of sexual chromosomes besides the presence of secondary
constrictions that can be used as interspecific and interpopulation markers.

The data presented in this work confirm the effectiveness of mtDNA as a genetic marker to
understand recent evolutionary events, and to monitorize bottlenecks and competition among

native and introduced species of the Calliphoridae family.
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