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Caracterizacao genotipica e variabilidade genética
de diferentes populacdes de Haematobia imtans
(Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae)
procedentes do Brasil, Colombia e Republica
Dominicana através da técnica do DNA
polimérfico amplificado ao acaso (RAPD PCR)

Luciana Gatto Brito
Gonzalo Efrain Moya Borja

Resumo

Dipteras hemat6fagos sdo importantes parasitas dentro de sistemas de producao de bovinos,
especialmente em confinamento. Haematobia irritans, a mosca-dos-chifres, ¢ uma das
espécies que maiores problemas causa em sistemas de producao de bovinos, dado ao intenso
estresse que impde aos animais. Um importante aspecto quando se estuda a variabilidade
genética dentro das espécies é o estudo da estrutura geografica destas populacées.
Buscando-se estimar a similaridade genotipica das diferentes populacdes brasileiras e latino-
americanas da mosca-dos-chifre utilizou-se a técnica do DNA polimérfico amplificado ao acaso
(RAPD-PCR), que mostrou-se eficiente para tal propédsito. A utilizacdo dos marcadores
moleculares gerados através da técnica de RAPD-PCR tornou possivel a identificacdo da
origem geografica das amostras das diferentes regioes geogréficas amostradas, assim como,
estimar o fluxo genotipico entre as diferentes populacdes brasileiras e latino-americanas da
mosca-dos-chifres.

Termos para indexacao: Haematobia irritans, diversidade genética, RAPD-PCR, marcadores
moleculares.

' Méd. Vet., D.Sc., , Embrapa Rondénia, Caixa Postal 406, CEP 78900-970, Porto Velho, RO. E-mail: luciana@cpafro.embrapa.br.
2 Eng. Agrén., PhD., Professor voluntario da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. E-mail:
gemoya@ufrrj.br.



Genotype characterization and genetic
variability of diferents populations of
Haematobia irritans from Brazil, Dominican
Republic and Colombia based on randomly
amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis

Abstract

Blood-sucking diptera are important parasites in bovine production systems, especially
regarding confinement conditions. Haematobia irritans, the horn fly, is one of the most
troublesome species within bovine production systems, due to the intense stress imposed to
the animals. An important aspect while studying the variability within a species is the study of
the geographic structure of its populations and, attempting to find out the genetic flow of
Brazilian populations of horn fly, the RAPD technique, which is suited for this purpose, has
been used. The use of molecular markers generated from RAPD made it possible to identify
the geographic origin of samples from different geographic regions, as well as to estimate the
genotypic flow among the different brazilian and latin americans populations of the horn fly.

Index terms: Haematobia irritans, genetic diversity; RAPD-PCR; molecular markers.
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Introducao

A mosca-dos-chifres Haematobia irritans, foi descrita por Linnaeus em 1758 e reconhecida
como uma praga de bovinos na Frangca em 1830. Foi introduzida acidentalmente em paises
onde a bovinocultura encontrava-se em expansao, tornando-se uma das principais pragas da
pecuaria na atualidade. Nos Estados Unidos da América (EUA), a presenca de H. irritans foi
relatada inicialmente no estado da Filadélfia no século XIX entre os anos de 1884 e 1886
vinda com animais importados do sul da Europa e difundiu-se para toda a América do Norte,
surgindo posteriormente no Canadd em 1900, Havai e ilhas do Caribe. Foi identificada na
América do Sul no inicio do século XX, mais precisamente na Venezuela e Colémbia na
segunda metade da década de 30 (Campbell & Thomas, 1992).

No Brasil, constatou-se a presenca da mosca-dos-chifres inicialmente em Roraima entre 1976
e 1977, oriunda da Guiana e nao da Venezuela, como se acreditava inicialmente (Valério &
Guimaraes, 1983). A disseminacdo da mosca-dos-chifres foi bastante rdpida no entao
Territério de Roraima devido as caracteristicas propicias encontradas na regido, como: a
maioria das propriedades produtoras de bovinos estarem localizadas em regides com
vegetacao de cerrado onde o clima é tropical com verdes chuvosos, e a predominancia do
gado Nelore, criado de forma extensiva, onde o animal movimenta-se por grandes déreas,
facilitando a disseminacdo da mosca. A expansao de H. irritans no Brasil a partir de 1984 foi
mais rapida por ter atingido regidoes com forte pecuéria de corte, onde a producao era escoada
em direcao ao centro-sul do pais (Aradjo, 1991).

A atividade hematéfaga da mosca-dos-chifres ndo é seu aspecto mais nocivo. O
acometimento das picadas dolorosas e incessantes durante todo o dia sobre os bovinos
parasitados, sem haver aparentemente, influéncia da incidéncia de luz sobre o repasto, explica
o epiteto especifico da mosca em latim, “irritans”, uma vez que seu efeito principal é a
irritacdo causada ao animal infestado, deixando-o extremamente agitado, conduzindo-o ao
estado critico de estresse (Schreiber & Campbell, 1986).0s maiores prejuizos de um rebanho
infestado, como perda de peso, ganho de peso zero e queda na producao de leite, sdo em
conseqliéncia, principalmente, do estresse provocado pela acao irritante das moscas e nao,
apenas, da perda de sangue (McLintock & Depner, 1954; Harris et al., 1974).

Esta parasitose tem impacto negativo sobre a producdo e o desempenho do gado, expresso
pela diminuicdo do ganho de peso, da producao de leite, do apetite e da conversao alimentar
(Byford et al., 1992), sendo que a infestacdo por tempo prolongado pode levar os animais a
morte (Baron & Lysyk, 1995). Segundo Byford et al. (1992), anualmente nos EUA as perdas
na producdo animal causadas por ectoparasitas excedem a U$ 2,26 bilhdes sendo U$ 730
milhdes causados exclusivamente pela H. irritans.

Outro prejuizo importante causado pela mosca-dos-chifres estaria relacionado a qualidade do
couro dos animais infestados. O grande nimero de picadas sofridas pelo animal acarreta uma
reacao local na pele podendo torna-la grossa e inflexivel e, portanto de menor qualidade
(Guglielmone et al., 1999).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, surgiram diversas técnicas capazes de
estudar e caracterizar os individuos a partir de sua unidade molecular béasica, o &acido
desoxirribonucleico (DNA). Diversas aplicacoes de técnicas moleculares vém sendo
desenvolvidas na Parasitologia Veterindria, sendo uma delas a deteccdo de polimorfismos
genéticos que permitem a obtencdo de marcadores capazes de cobrir todo o genoma do
organismo a ser estudado. Tais marcadores sdo tecnicamente denominados como marcadores
moleculares e podem ser utilizados em diversas aplicacoes, como estudos evolutivos, de
populacdes, ecolégicos, filogenéticos e taxondmicos (Lynch & Milligan, 1994; Reineke &
Zebitz, 1999).
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Um avanco na area de marcadores moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) ocorreu em 1990, com a utilizacdo de iniciadores (primers) mais curtos e de seqliéncia
arbitraria para dirigir a reacdo de amplificacdo, eliminando assim a necessidade do
conhecimento prévio da seqléncia a ser amplificada. A técnica foi desenvolvida,
independentemente, por dois grupos de pesquisadores nos EUA. Williams et al. (1990)
patentearam a tecnologia com o nome mais utilizado, Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD).

Um dos desafios da biologia atual é o de utilizar a grande quantidade de dados moleculares
disponiveis, organizando-os no sentido de tentar compreender como 0s organismos
relacionam-se e como estes se derivam no processo evolutivo. Entre as técnicas moleculares
disponiveis, a RAPD tem sido bastante util neste aspecto.

Na tentativa de se observar a variabilidade genética das populacdes de H. irritans provenientes
das cinco regides geograficas brasileiras, e também de espécimens provenientes da Republica
Dominicana (América Central) e Coldmbia (América do Sul), utilizou-se a técnica de RAPD,
buscando-se atingir os seguintes objetivos:

» Avaliar a variabilidade genética das populacdes brasileiras de H. irritans.

Avaliar a variabilidade genética entre as populacdes de H. irritans provenientes do Brasil,
Colémbia e Republica Dominicana.

» Obter um marcador molecular através de RAPD capaz de identificar a origem geografica de
cada uma das populacOes brasileiras de H. irritans, e também entre as provenientes do
Brasil, Coldmbia e Republica Dominicana.

Material e métodos

Obtencao das amostras de Haematobia irritans

Amostras provenientes do Brasil
O DNA analisado foi obtido através de amostras de populacdoes de H. irritans adultas,
procedentes de cinco localidades brasileiras, cada qual localizada em uma regidao geografica do

pais (Tabela 1).

Tabela 1. Origem geogréafica das populacdes brasileiras de Haematobia irritans analisadas.

Estado Municipio Regido geogréfica Notacdo
Roraima’ Boa Vista Norte RR
Rio Grande do Norte? Mossoré Nordeste RN
Rio de Janeiro Seropédica Sudeste RJ
Mato Grosso do Sul® Campo Grande Centro-Oeste MS
Rio Grande do Sul* Rosério do Sul Sul RS

' Moscas coletadas pelo Médico Veterinario Sylvio Botelho (Secretaria de Agricultura e Abastecimento de Roraima).
2 Moscas coletadas pela Dra. Maria José Paes Santos (Escola Superior de Agricultura de Mossord).

3 Moscas coletadas pelo Dr. Renato Andreotti (CNPGC-Embrapal).

4 Moscas coletadas pelo Dr. Francisco Alves Branco (CPPSul- Embrapa).

As moscas foram capturadas diretamente sobre os bovinos quando estes se encontravam
imobilizados em tronco de contencdo. As moscas coletadas foram cuidadosamente
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transferidas para frascos de 125 ml contendo alcool etilico a 70%, e enviadas ao laboratério
de Biotecnologia Animal do Centro de Pesquisa Pecuéaria Sudeste, da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (CPPSE-Embrapa), localizado no Municipio de Sao Carlos, SP. No
laboratdrio as moscas foram identificadas através de chave dicotdmica de Zumpt (1973) para
a espécie.

Os vidros contendo as amostras pertencentes as diferentes regidoes geograficas brasileiras
foram mantidos a —20°C, para posterior analise.

As andlises foram efetuadas com amostras de DNA genémico obtidas a partir de 250 moscas
procedentes das diferentes regioes brasileiras. A obtencdo do DNA foi feita por grupos de
cada regido, cada qual composto por 5 exemplares, com 10 repeticdes para cada localidade.
Utilizou-se somente as patas, porcao cefdlica e tordcica das moscas para evitar a
contaminacao por DNA proveniente do sangue do hospedeiro vertebrado.

Amostras provenientes do Brasil, Coldmbia e Reptblica Dominicana

Para a obtencdo da amostra Brasil, foi misturado em partes iguais e homogeneizado o DNA
gendmico proveniente dos espécimens de H. irritans de todas as regioes brasileiras.

As amostras americanas de H. irritans foram obtidas através de espécimens alocados em
frascos de vidros de 125 ml contendo alcool etilico a 70% , enviados por pesquisadores da
Colémbia e Republica Dominicana ao Prof. Dr. Gonzalo Efrain Moya Borja (Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro) (Tabela 2). Posteriormente, as amostras latino-americanas de H. irritans
foram enviadas ao laboratério de Biotecnologia Animal do Centro de Pesquisa Pecudria Sudeste,
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (CPPSE-Embrapa), localizado no Municipio de
Sao Carlos, SP, onde foram mantidas a —20°C, para posterior andlise.

Tabela 2. Origem geogréafica das populacdes americanas de Haematobia irritans analisadas.

Pais Regido Geografica Notacao
Brasil América do Sul BR
Colémbia América do Sul (of0]
Republica Dominicana Caribe RD

Para o estudo das populacdes latino-americanas de H. irritans foi utilizado DNA gendémico
obtido a partir de 150 moscas, sendo 50 moscas brasileiras, e 50 moscas provenientes da
Colémbia e outras 50 moscas provenientes da Republica Dominicana. A extracdo do DNA
gendmico foi realizada através de grupos, cada qual com 5 moscas, com 10 repeticOes para
cada pais. Utilizou-se somente as patas, porcao cefdlica e toracica das moscas para evitar a
contaminacao por DNA proveniente do sangue do hospedeiro vertebrado.

Extracao e quantificacdo do DNA gendmico

Objetivando a obtencdao de DNA celular através de espécimens de H. irritans, foram testados
diferentes protocolos de extracdo, onde se avaliou a eficiéncia destes em fornecer material a
ser utilizado em futuros estudos envolvendo a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) (Dellaporta et al. 1983; Taylor et al., 1996; Guerrero et al., 1997; Lessinger & Azeredo-
Espin, 2000).

A quantificacdo do DNA genémico baseia-se na propriedade das bases aromaticas dos &cidos
nucléicos em absorver radiagcao ultra-violeta ao comprimento de onda de 260 nm. A medida
da absorbancia de 260 nmm (Aze0) é utilizada para a determinacdo da concentracdo de acidos
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nucléicos. A pureza do DNA pode ser avaliada pela relacdgo A260/A280, pois proteinas
absorvem radiacdo ultra-violeta ao comprimento de onda de 280 nm: para o DNA puro, o
valor desta relacédo é de 1,8, sendo que valores abaixo sugerem contaminacao protéica (Zaha,
1996).

Utilizou-se adultos de H. irritans conservados em alcool a 70% e mantidos a temperatura de
congelamento. Para a obtencdo de DNA gend6mico, os espécimens foram divididos em 15
amostras, cada qual contento cinco moscas. Os protocolos testados seguiram as técnicas
descritas por Dellaporta et al. (1983); Lessinger & Azeredo-Espin (2000) e Taylor et al.
(1996), denominados por protocolos |, Il e lll, respectivamente.

Protocolo I: Os espécimens foram colocados em tubos de polipropileno para centrifuga, com
capacidade de 1,5 ml, e macerados com auxilio de bastdo de vidro em 160 pul de solucao
contendo TRIS 100 mM, NaCl 60 mM, Sacarose 5% e EDTA 10 mM. Apds este
procedimento, foram adicionados 450ul de uma segunda solucdo contendo TRIS 300 mM,
SDS 1,25%, Sacarose 5% e EDTA 10mM, por tubo. Os tubos foram agitados por inversdo e
mantidos em banho-maria a 65°C por 30 minutos. Apds a incubacédo, adicionou-se 150 pl de
acetato de potéassio (3M, pH 5,0) e as amostras foram novamente agitadas por inversao e
colocadas por 20 minutos a —20°C. Apds esse periodo, estas foram centrifugadas a 13.000
rom por 15 minutos, e o sobrenadante transferido para novo tubo de centrifuga, quando
adicionou-se igual volume de isopropanol. Os tubos foram agitados por inversdao e mantidos
por 5 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram entao centrifugadas a 13.000 rpm
por 10 minutos, e o sobrenadante descartado. O DNA precipitado (pellet) foi lavado com 500
ul de etanol 70% por tubo e novamente centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos, sendo o
sobrenadante descartado. Apds a extracdo, os pellets foram desidratados em capela de fluxo
laminar e, apds completamente secos, os mesmos foram hidratados em 100 ul de tampéo TE
(TRIS HCI 10 mM, EDTA 1 mM) e armazenados a —20°C.

Protocolo Il: Os espécimens foram colocados em tubos de polipropileno, com capacidade de
1,5 ml, e macerados com auxilio de bastdo de vidro em 100 pl de NaCl 100 mM, EDTA 100
mM, TRIS 100 mM e SDS 0,5%. As amostras foram entdo incubadas em banho-maria a 55°C
por 3 horas, e ap6s este periodo adicionou-se 2 ug de RNase por tubo e estes permaneceram
a 55°C por 10 minutos. Foram adicionados 100 pl de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e
as amostras centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para
novo tubo de centrifuga contendo 200 pl de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e novamente
centrifugou-se as amostras por 5 minutos, sendo este procedimento repetido duas vezes. Os
sobrenadantes obtidos apés as centrifugacdoes foram transferidos para novos tubos de
centrifuga, onde adicionou-se 400 ul de etanol 100%, sendo as amostras centrifugadas por
20 minutos a 13.000 rpm. Os pellets de DNA obtidos foram lavados em 500 pul de etanol
70%, e centrifugados a 13000 rpm por 7 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Apds a
extracdo, os pellets foram secos em capela de fluxo laminar, e apés completamente
desidratado, o DNA foi ressuspendido em 100 ul de dgua estéril auto-clavada e armazenado a
-20°C.

Protocolo Ill: Os espécimens foram colocados em tubos de polipropileno para centrifuga, com
capacidade de 1,5 ml, e macerados com auxilio de bastdo de vidro em 200 ul de NaCl 100
mM, EDTA 100 mM, TRIS 100 mM e SDS 0,5%, sendo também adicionado 4 pg de
proteinase K por tubo. As amostras foram incubadas em banho-maria a 55°C por 3 horas.
Apbs esse periodo adicionou-se 2 ug de RNase por tubo, e estes permaneceram a 37°C por
20 minutos. Foram adicionados as amostras 100 pl de acetato de potassio, e essas
permaneceram por 10 minutos a 55°C. Apds este periodo, adicionou-se 100 ul de
cloroférmio: éalcool isoamilico (24:1), sendo as amostras centrifugadas a 13.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante obtido foi transferido para novo tubo de centrifuga contendo 200 pl
de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) seguindo-se nova centrifugacao em igual velocidade
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por 5 minutos. O sobrenadante obtido foi transferido para novo tubo de centrifuga, e
adicionou-se etanol 100%, em volume correspondente a duas vezes o volume do
sobrenadante obtido. As amostras foram novamente centrifugadas por 20 minutos a 13.000
rpm, para que se obtivesse a decantacao do etanol. Os pellets de DNA obtidos foram lavados
em 500 pl de etanol 70%, e centrifugados a 13.000 rpm por 7 minutos, sendo o
sobrenadante descartado. Apés a extracao, os pellets foram secos em capela de fluxo
laminar. Apés completa desidratacdao, o DNA foi ressuspendido em 100 pl de &gua estéril
auto-clavada e armazenado a —20°C.

A quantificacao do DNA genbmico obtido nas amostras foi feita utilizando-se
espectrofotdmetro. Para a leitura, foram retirados 10 ul de cada amostra de DNA e diluidos
em 490 ul de agua estéril autoclavada, e a partir da absorbancia obtida, foi possivel
determinar a concentracdo de DNA em solucdo (ng/ul), utilizando-se a seguinte férmula:
[DNA] = OD 260 x 2500.

A fim de se verificar a integridade do DNA obtido a partir dos protocolos testados, foi feita
uma corrida eletroforética, sendo que as amostras ndo foram diluidas.

Amplificacdo do DNA gendémico

A amplificagcdo foi conduzida em termociclador Mastercycler gradiente (Eppendorf AG,
Hamburg, GE) conforme protocolo descrito por Williams et al. (1990), utilizando-se primers
decaméricos (“kits” OPE, OPG e OPH) (Operon Technologies, Alameda, CA) cada qual com 20
primers. Foram preparadas solucdes de trabalho contendo 20 uM de cada primer diluido em
agua estéril autoclavada mantidas a —20°C.

Nas amostras a serem amplificadas utilizou-se 0,4 uM de primer e 15 ng de DNA, em um
volume de reacao de 15 pul, e as mesmas submetidas a um pré-aquecimento de 94°C por trés
minutos antes da inicializacdo dos 40 ciclos, cada qual conduzido a 94°C, onde a fita molde
de DNA é desnaturada, 35°C por 1 minuto para o anelamento do primer; e extensao, a 72°C
catalizada pela atividade da DNA polimerase, e entdao uma extensao final por cinco minutos a
72°C. Os fragmentos amplificados por RAPD-PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, a 70 V, por aproximadamente 2:30 horas. O gel foi preparado com tampao
TBE (1x), corado com brometo de etidio. Os marcadores de peso molecular utilizados foram
50 bp DNA Ladder (Amersham Pharmacial) e 250 bp DNA Ladder (Amersham Pharmacial),
sendo sempre aplicado 3 pul do marcador de pares de base misturado a 1 ul de “loadding
buffer”. As amostras amplificadas nos microtubos, incluindo os controles negativos, foram
adicionados 5 ul de “loadding buffer”, e visando a homogeneizacdo das amostras, as mesmas
foram centrifugadas a 13.000 rpm por 15 segundos.

Escolha dos iniciadores (primers)

Amostras das diferentes populacdes de H.irritans foram amplificadas com 60 primers (Tabela
3). Depois de realizada uma selecao (screening) obtiveram-se os 16 melhores primers, sendo a
mesma feita a partir daqueles iniciadores que apresentaram: maior polimorfismo, maior
diferenciacao entre as amostras e que apresentaram repetibilidade.

Apés a eletroforese, o gel foi visualizado em transluminador ultravioleta, e as imagens
digitalizadas e analisadas através do Sistema de Fotodocumentagcdao Kodak EDAS
(“Eletrophoresis Documentation and Analysis System”) 290.
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Os pesos moleculares dos fragmentos foram estimados através do Kodak 1D Image Analyses
Software mediante comparacdo com um marcador de peso molecular conhecido pelo
programa.

Objetivando maior acuidade na deteccdo dos polimorfismos gerados por RAPD, utilizou-se o
Agillent 2100 Bionalyzer, que utiliza microchips de vidros capazes de processar até 12
amostras de TuL em aproximadamente 30 minutos, uma vez que cada chip de vidro possui 16
placas conectadas através de uma rede de microcanais, dentro dos quais as amostras sao
conduzidas através de um polimero linear e um corante intercalente fluorescente, que carreia
os produtos de amplificacdo e os marcadores utilizados na andlise, e no momento em que a
mistura gel-corante-amostras é conduzida através dos microcanais do chip, hda uma leve
homogenizacdo destes componentes, e os chips sao inseridos imediatamente no bioanalisador
e as amostras processadas. Utilizou-se o kit DNA 7500 LabChips, sendo seguidas as
especificacoes recomendadas pelo fabricante. Todas as amostras foram analisadas através do
uso do software Agilent Biosizing (versdao A. 01.10). Estudos anteriores demonstraram que o
uso de bioanalisadores em produtos de PCR propiciam uma determinacdo precisa, maior
resolucdo e uma quantificacdo acurada das amostras a serem processadas (Nachamkin et al.,
2001).

Tabela 3. Primers decaméricos Operon© E, G e H e suas seqliéncias nucleotidicas.

Primers Seqiiéncia Primers Sequéncia Primers Sequéncia
E-01 CCCAAGGTCC G-01 CTACGGAGGA H-01 GGTCGGAGAA
E-02 GGTGCGGGAA G-02 GGCACTGAGG H-02 TCGGACGTGA
E-03 CCAGATGCAC G-03 GAGCCCTCCA H-03 AGACGTCCAC
E-04 GTGACATGCC G-04 AGCGTGTCTG H-04 GGAAGTCGCC
E-05 TCAGGGAGGT G-05 CTGAGACGGA H-05 AGTCGTCCCC
E-06 AAGACCCCTC G-06 GTGCCTAACC H-06 ACGCATCGCA
E-07 AGATGCAGCC G-07 GAACCTGCGG H-07 CTGCATCGTG
E-08 TCACCACGGT G-08 TCACGTCCAC H-08 GAAACACCCC
E-09 CTTCACCCGA G-09 CTGACGTCAC H-09 TGTAGCTGGG
E-10 CACCAGGTGA G-10 AGGGCCGTCT H-10 CCTACGTCAG
E-11 GAGTCTCAGG G-11 TGCCCGTCGT H-11 CTTCCGCAGT
E-12 TTATCGCCCC G-12 CAGCTCACGA H-12 ACGCGCATGT
E-13 CCCGATTCGG G-13 CTCTCCGCCA H-13 GACGCCACAC
E-14 TGCGGCTGAG G-14 GGATGAGACC H-14 ACCAGGTTGG
E-15 ACGCACAACC G-15 ACTGGGACTC H-15 AATGGCGCAG
E-16 GGTGACTGTG G-16 AGCGTCCTCC H-16 TCTCAGCTGG
E-17 CTACTGCCGT" G-17 ACGACCGACA H-17 CACTCTCCTC
E-18 GGACTGCAGA G-18 GGCTCATGTG H-18 GAATCGGCCA
E-19 ACGGCGTATG G-19 GTCAGGGCAA H-19 CTGACCAGCC
E-20 AACGGTGACC G-20 TCTCCCTCAG H-20 GGGAGACATC

Analises estatisticas

Uma vez selecionados os fragmentos a serem utilizados na andlise, uma matriz de dados
contendo nas colunas o local de origem da amostra, e nas linhas as bandas expressas em
pares de base. As informacdes a respeito das bandas produzidas por RAPD-PCR foram
plotadas de forma que ‘1’ representasse a presenca e ‘O’ a auséncia do fragmento na
amostra.

Convencionou-se na analise que, alelos de diferentes locus ndo migram para a mesma posicao
no gel, e que cada fragmento representa um locus Mendeliano, em que o alelo visivel
dominante encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg com o alelo nulo recessivo nao visivel
(Lynch & Milligan, 1994). Desta forma, através do uso do programa NTSYS versdo 1.7



Caracterizacdo genotjpica e variabilidade genética de diiferentes populacdes de Haematobia irritans (Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae)
procedentes do Brasil, Colémbia e Reptiblica Dominicana através da técnica do DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD PCR)

(Nunerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) (ROHLF, 1993) foram construidas as
matrizes de similaridade, através da utilizacdo do coeficiente de Jaccard (J) (Jaccard, 1901).

A partir da matriz dos indices de similaridade obtida com dados provenientes das bandas
polimérficas geradas por RAPD, foi feita a andlise quimiométrica utilizando o software
EINSIGHT 3.0 (Infometrix Inc., Seattle, WA), que utiliza os métodos de anélises por
agrupamentos hierarquicos (HCA) e também de componentes principais (PCA) para a
construcdao de dendrogramas que possibilitaram observar as inter-relacbes entre os varios
genotipos analisados, e também permite estimar a distancia Euclidiana entre as amostras.

Para a estimativa da distancia genotipica entre as populacdes de H. irritans utilizou-se os
métodos de Penrose que testa distadncias multivariadas de duas ou mais populacdes,
considerando dados sobre média, varidncia e covariancias, e Mahalanobis que considera ainda
as correlacoes entre as varidveis, além dos valores numéricos utilizados no teste de Penrose
(Ayres et al., 2000).

Resultados e discussao

Extracao e quantificacdo do DNA gendémico

A partir dos protocolos testados, obteve-se a extracdo de DNA gendmico apenas nos
protocolos | e Il, sendo que os melhores rendimentos, apds a espectrofotometria, foram
observados no protocolo I.

Tal resultado demonstra que, no caso de H. irritans, a extracao do DNA gendmico através de
acetato de potdassio, sal utilizado para propiciar a precipitacdo protéica, assim como o uso de
alcool isopropilico, se mostrou uma boa opcao, j& que para esta espécie, o DNA na presenca
do sal e do alcool formou um precipitado, freqlientemente visivel, que p6de ser sedimentado
por centrifugacdo, e depois de hidratado em tampao TE, foi quantificado ao comprimento de
onda de 260 mm, e baseando-se na absorbancia obtida, calculou-se a concentracdo das
amostras em ng/ul (Fig. 1).

1600.0 -
1400.0
1200.0 1
1000.0 1
800.0 -
600.0
400.0 1
200.0
0.0-

ng/ml

Bl Protocolo |

O Protocolo Il

1 3 5 7 9 1113 156 17 19

Amostras

Fig. 1. Concentracées de DNA gendmico de Haematobia irritans, obtido pelos diferentes protocolos, expressas em ng/Ll.

A pureza das preparacdes contendo DNA foi analisada através da relacao entre as leituras
realizadas ao comprimento de onda de 260 qmm e 280 nm (Fig. 2), pois enquanto que é&cidos
nucléicos absorvem luz ao comprimento de onda de 260 nmm, proteinas absorvem luz no
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comprimento de onda de 280 mm, assim a relacdo Azeo/A2s0 nos d4 um parametro para a
avaliacao da qualidade das preparacoes de DNA, j& que valores menores que 1,80 revelam
contaminacdo do DNA por proteina. Com o protocolo utilizado obteve-se o DNA em solucéao
com baixa contaminacao protéica, com uma média de relacao Azeo/A20 de 1,82 para as
amostras testadas.

A precipitacao de acidos nucléicos através do uso de etanol é (til para concentrar solucoes de
DNA, pois na presenca de concentracdes relativamente altas de cations monovalentes, o
etanol induz a transicdo estrutural na molécula do &acido nucléico, promovendo a precipitacao
do DNA (Eickbush & Moudrianakis, 1978).

O uso de etanol absoluto baseia-se na propriedade do alcool em modificar estruturalmente a
molécula dos acidos nucléicos a fim de promover sua precipitacao, sendo que, as posteriores
lavagens do DNA precipitado com etanol 70% visam promover a dessalinizacdo do DNA, pois
a maioria dos sais e pequenas moléculas organicas sdo sollveis em etanol 70%. Outros sais
como o cloreto de sédio, acetato de potassio e acetato de amOnia também sdo capazes de
induzir a precipitacao de acidos nucléicos, porém sao mais dificeis de serem removidos do
precipitado contendo o DNA devido a baixa solubilidade dos mesmos em etanol 70% (Ausubel
et al., 1998).

2.50 +

2.00 A

1.50 -
Protocolo |

—m— Protocolo Il

1.00 ~

0.50 -

Relagdo A260/A280

000 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

Amostras

Fig. 2. Relacdo entre as leituras utilizando-se espectrofotdmetro ao comprimento de onda de 260nm e 280nm para
avaliacdo da qualidade das preparacdes de DNA obtidas pelos diferentes protocolos.

A maior eficiéncia do protocolo | de extracdo de DNA gendbmico em fornecer maiores
gquantidades de DNA, assim como um precipitado menos contaminado por proteinas, talvez
seja uma conseqléncia do uso da sacarose no processo de maceracao dos espécimens, que
por aumentar a osmolaridade da solucdo, conseguiu promover melhor desidratacdo celular,
sendo que, a adicao de acetato de potassio com posterior incubacdo das amostras a —20°C
também propiciou a eficiente precipitacao das proteinas, diminuindo a contaminacao protéica.
A precipitacdo do DNA extraido, mesmo que em baixa concentracdo na solucdo, foi
favorecido pela incubacao a —20°C, pois baixas temperaturas favorecem a precipitacdo dos
acidos nucléicos, proporcionando uma boa recuperacao do DNA (Ausubel et al., 1998).

Apéds a extracdao das amostras de DNA gendmico das diferentes populacdes de H. irritans, o
mesmo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1%, onde se observou a integridade
do DNA (Fig. 3).
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Fig. 3. Gel de agarose a 1% contendo amostras de DNA gendmico extraido pela
utilizacdo do protocolo | nas diferentes populacdes de Haematobia irritans analisadas.

Andlise das populacdes de Haematobia irritans por RAPD

Populacées brasileiras de Haematobia irritans

A amplificacdo do DNA gendmico das populacdes brasileiras de H. irritans utilizando os 16
primers RAPD selecionados produziu 321 fragmentos. Estes fragmentos variaram de 1.714 a
229 pb. O ndmero total de bandas produzidas por cada primer, variou de 10 (primer H20) a
28 (primers G4 e G16), dos 16 primers selecionados, 12 geraram 15 bandas ou mais. Com
relacdo ao numero total de bandas produzidas por populacdo, a mais polimérfica foi RN (70
bandas), seguida por RJ (68 bandas), MS e RS (62 bandas) e RR (59 bandas) (Tabela 4).
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Tabela 4. Iniciadores RAPD, suas seqUéncias nucleotidicas e nimeros de fragmentos RAPDs
gerados em cinco diferentes populacoes brasileiras de Haematobia irritans.

Primer Sequéncia N° bandas RAPD
OPE1 5’ CCCAAGGTCC 3’ 21
OPE9 5’ CTTCACCCGA 3’ 14
OPE11 5’ GAGTCTCAGG 3’ 15
OPE10 5’ CACCAGGTGA 3’ 13
OPE13 5’ CCCGATTCGG 3’ 17
OPE14 5’ TGGCGCTGAC 3’ 14
OPE15 5’ ACGCACAACC 3’ 24
OPE18 5’ GGACTGCAGA 3’ 27
OPG4 5’ AGCGTGTCTG 3’ 28
OPG6 5’ GTGACTAACC 3’ 27
OPG16 5’ AGCGTCCTCC 3’ 20
OPG19 5’ GTCAGGGCAA 3’ 15
OPH8 5’ GAAACACCCC 3’ 29
OPH12 5’ ACGCGCATGT 3’ 26
OPH16 5’ TCTCAGCTGG 3’ 21
OPH20 5’ GGGAGACATC 3’ 10
Total 321

A partir da matriz dos indices de similaridade obtida com dados provenientes das 321 bandas
polimérficas geradas por RAPD, foi feita a andlise quimiométrica utilizando o software EINSIGHT
3.0, onde utilizando-se os métodos de andlises por agrupamentos hierarquicos (HCA) e também
de componentes principais (PCA) foram estimadas as similaridades entre as amostras amplificadas
pelos primers selecionados e a distancia Euclidiana entre as amostras (Fig. 4).
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Fig. 4. Andlise de agrupamentos hierarquicos (HCA) e componentes principais (PCA) das populacdes brasileiras
de Haematobia irritans utilizando os primers selecionados.
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As andlises demonstraram a presenca de primers desnecessarios que acabavam por diminuir a
exatiddo dos métodos, denominados como “outliers” (desalinhados), e que devem ser
excluidos da andlise, para que a visualizacdo dos resultados torne-se mais apurada e ao final,
baseando-se na anélise de componentes principais tenha-se como observar os primers que
distinguem quanto a origem geogréafica as populacdes de H. irritans brasileiras.

A exclusdao das amostras consideradas como outliers baseou-se na similaridade entre as
amostras, e a escolha se deu a partir das amostras que apresentavam menor similaridade
dentro dos agrupamentos, buscando-se aumentar a acuidade da anélise, pelo aumento da
similaridade e diminuicao da distancia Euclidiana entre as amostras (Fig. 5).
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Fig. 5. Andlise de agrupamentos hierarquicos (HCA) e componentes principais (PCA) das populacdes brasileiras

de Haematobia irritans apés a exclusdo dos primers considerados como outliers.

A andlise de agrupamentos hierarquicos demonstra que Roraima (RR) foi a populacdo de
mosca-dos-chifres mais distante, apresentando similaridade zero com as demais populacoes
de H. irritans, enquanto que as populacées mais préximas foram Rio Grande do Sul (RS) e
Mato Grosso do Sul (MS), com similaridade de 0,063, e o agrupamento Rio de Janeiro (RJ) e
Rio Grande do Norte (RN) apresentaram similaridade de 0,036 entre estas populacdes, e a
similaridade entre o nodo RJ/RN com o nodo RS/MS foi de 0,025, demonstrando que as
populacdes brasileiras, com excecdo de Roraima, compartilham aproximadamente 2,5% das
seqliéncias nucleotidicas complementares aos primers selecionados, o que propicia a distincao
genotipica entre as populacdes brasileiras de diferentes origens geograficas.

Os testes de Penrose e Mahalanobis também demonstraram que as populacdes mais
semelhantes genotipicamente foram Rio Grande do Sul (RS) e Campo Grande (MS) (Tabela 5).
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Tabela 5. Comparacao entre as populacdes brasileiras de Haematobia irritans através dos
testes de Penrose e Mahalanobis.

RR RN RJ MS RS

Teste de Penrose:

RR 0

RN 1.1469 0

RJ 1.4336 0.0194 0

MS 1.2892 0.0042 0.0056 0

RS 1.4647 0.016 0.0038 0.0002 0

Maior distancia (RR e RS) = 1.4647
Menor distancia (MS e RS) = 0.0002
Teste de Mahalanobis:
RR 0

RN 1.1469 0

RJ 1.4336 0.0194 0

MS 1.2892 0.0042 0.0056 0

RS 1.4647 0.016 0.0038 0.0002 0

Maior distancia (RR e RS) 1.4647 -
Menor distancia (MS e RS) 0.0002

O primer que melhor caracterizou genotipicamente as diferentes populacdes brasileiras de H.
irritans foi OpE11 (Fig. 6), uma vez que, gerou um padrao genotipico Unico para cada uma das
populacdes estudadas, sendo este padrdo o melhor marcador molecular para a distincdo da
origem geografica das amostras.
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=
=

qd g

RR RH RJ MS RS

Fig. 6. Gel virtual obtido através do Agillent
2100 BioAnalyzer dos produtos de
amplificacdo a partir do primer OpE11 para as
populacdes brasileiras de Haematobia irritans,
utilizado como marcador molecular para
— e e e identificar a origem geogréafica das amostras.

Em estudo conduzido por Castiglioni-Ruiz (2001) utilizando a técnica de RAPD-PCR
comparando diferentes populagcées de H. Jjrritans provenientes dos estados de Sao Paulo,
Mato Grosso do Sul e Acre, além de uma amostra americana procedente do Texas (EUA), nao
foram observados loci polimérficos capazes de caracterizar genotipicamente a origem
geografica das populacdes estudadas, uma vez que as mesmas apresentaram altos indices de
similaridade.
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A andlise dos resultados obtidos demonstra que as populacdes brasileiras de mosca-dos-
chifres que encontram-se mais proximas sdo MS e RS, e tal fato pode ser explicado pelo
contato entre estas populacOes através do transito de animais, j& que alguns dos rebanhos
nacionais de maior relevancia pecudria encontram-se nestes estados, pois tanto Mato Grosso
do Sul e Rio Grande do Sul apresentam-se como centros exportadores de animais para o
abate, aquisicdo de matrizes e animais para engorda (Aradjo, 1991).

Populacées Brasil, Republica Dominicana e Colombia de Haematobia irritans

A amplificacdo do DNA genémico das populacdes de H. irritans provenientes do Brasil,
Republica Dominicana e Colémbia, utilizando os 15 primers selecionados, produziu 196
fragmentos (Tabela 6). Estes fragmentos variaram de 2.020 a 204 pb. O ndmero total de
bandas produzidas por primer, variou de 8 (primer G2) a 19 (primer E6). Com relacdo ao
numero total de bandas produzidas por populacdo, as mais polimérficas foram Brasil (BR) e
Republica Dominicana (RD), cada qual com 67 bandas, seguidas pela Coldombia, com 62
bandas.

Tabela 6. Iniciadores RAPD selecionados, suas seqliéncias nucleotidicas e numeros de
fragmentos RAPD gerados para as populacdes de Haematobia irritans do Brasil, Colémbia e
Republica Dominicana.

Primer Seqliéncia nucleotidica N° bandas RAPD
E1 5’ CCCAAGGTCC 3’ 16
E5 5’ TCAGGGAGGT 3’ 14
E6 5’ AAGACCCCTC 3’ 19
E12 5’ TTATCGCCCC 3’ 14
E15 5’ ACGCACAACC 3’ 13
G2 5’ GGCACTGAGG 3 08
G8 5’ TCACGTCCAC 3’ 10
G10 5’ AGGGCCGTCT 3’ 14
G16 5’ AGCGTCCTCC 3’ 15
G18 5 GGCTCATGTG 3’ 13
H2 5’ TCGGACGTGA 3’ 13
H6 5’ ACGCATCGCA 3’ 13
H9 5’ TGTAGCTGGG 3’ 09
H12 5’ ACGCGCATGT 3’ 13
H19 5’ CTGACCAGCC 3’ 12
Total 196

A partir da matriz dos indices de similaridade obtida com dados provenientes das 197 bandas
geradas por RAPD, foi feita a andlise quimiométrica utilizando o software EINSIGHT, onde,
através da utilizacdo de métodos de andlises por agrupamentos hierarquicos (HCA) e de
componentes principais (PCA), foram estimados a similaridade entre os primers e a distancia
Euclidiana entre as amostras de H. irritans (Fig. 7).
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Fig. 7. Anélise de agrupamentos hierdrquicos (HCA) e componentes principais (PCA) das populacdes
latino-americanas de Haematobia irritans utilizando os primers selecionados.

A exclusdo das amostras consideradas como outliers baseou-se na similaridade entre as
amostras, e a escolha se deu a partir dos primers que apresentavam menor similaridade dentro
dos agrupamentos, buscando-se aumentar a acuidade da analise, pelo aumento da
similaridade e diminuicdo da distancia Euclidiana entre as amostras (Fig. 8).
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Fig. 8. Andlise de agrupamentos hierdrquicos (HCA) e componentes principais (PCA) das populacdes
latino-americanas de Haematobia irritans and6s a exclusdo dos nrimers considerados como outliers.
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Com relacdo ao dendrograma gerado pela andlise de agrupamentos hierdrquicos das populacoes,
observa-se que a Coldombia foi a populacdo de H. irritans que apresentou maior distancia
genotipica entre as populacOes analisadas, apresentando similaridade zero com as demais,
enquanto que as populacées de mosca-dos-chifres mais préximas foram Brasil e Republica
Dominicana com similaridade de 0,250. Tal similaridade permite concluir que as populacdes
Brasil e Republica Dominicana compartilham aproximadamente 25% das seqliéncias
nucleotidicas complementares aos primers selecionados.

Os testes de Penrose e Mahalanobis também demonstraram que as populacdes mais
semelhantes genotipicamente foram Brasil (BR) e Republica Dominicana (RD) (Tabela 7).

Tabela 7. Comparacao entre as populacées Brasil, RepuUblica Dominicana e Colémbia de
Haematobia irritans através do teste de Penrose e Mahalanobis.

BR RD COL
Teste de Penrose:
BR 0
RD 0,0003 0
coL 0,1140 0,1267 0
Maior distadncia (RD e COL) = 0,1267
Menor distancia (BR e RD) = 0,0003
Teste de Mahalanobis:
BR 0
RD 0,0003 0
CcoL 0,1140 0,1267 0
Maior distancia (RD e COL) 0,1267
Menor distancia (BR e RD) 0,0003

Por meio da analise de componentes principais foi possivel observar que as populacdes latino-
americanas de H. Jrritans apresentam loci polimérficos capazes de caracteriza-las
genotipicamente através dos primers OpG16, OpG18, OpH9 e OpH19.

O primer que melhor caracterizou genotipicamente as diferentes populacdes latino-americanas de
H. irritans foi OpH19, que apesar de gerar um fragmento de 318,2 pb comum as populacées BR e
RD, foi o que produziu um padrdao de bandas com maior potencial para ser utilizado como o
marcador molecular que melhor distingue as populacdes latino-americanas estudadas (Fig. 9).
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Fig. 9. Gel virtual obtido através do
Agillent 2100 Bionalyzer dos produtos de
amplificacdo a partir do primer OpH19
para as populacdes latino-americanas de
Haematobia irritans, utilizados como
marcadores moleculares para identificar a
R S f— origem geografica das amostras.
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Conclusoes

As populacdes brasileiras de Haematobia irritans apresentam loci polimérficos capazes de
caracteriza-las genotipicamente através dos primers OpE9, OpE11, OpE13, OpE15, OpG4 e OpH8.

O primer que melhor caracterizou genotipicamente as diferentes populacdes brasileiras de
Haematobia irritans foi OpE11.

As populacdes latino-americanas de Haematobia irritans estudadas apresentam loci polimérficos
capazes de caracteriza-las genotipicamente através dos primers OpG16, OpG18, OpH9 e OpH19.

O primer que melhor caracterizou genotipicamente as populacdes Brasil, Republica Dominicana e
Colémbia de Haematobia irritans foi OpH19.

Genotipicamente as populacdes latino-americanas de Hematobia irritans mais distintas foram
Republica Dominicana (RD) e Colémbia (COL).
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