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1. INTRODUCAO

1.1. Miiases e sua importancia

Um tipo comum de infestagbes em vertebrados é causado por larvas de dipteros que se
alimentam de seus tecidos, as chamadas miiases. Essas infestacdes podem causar em seus
hospedeiros desde simples desconfortos até mesmo sua morte (Zumpt, 1965). Os agentes
causadores de miiases podem ser definidos como obrigatérios ou facultativos. Aqueles definidos
como obrigatdrios (parasitas obrigatdrios) se alimentam de um hospedeiro vivo para completar o
estagio de vida larval. Ja os ditos facultativos (parasitas facultativos) podem completar seu estagio
de vida larval se alimentando tanto de um hospedeiro vivo, quanto de matéria organica em
decomposicdo (Zumpt, 1965). Um segundo sistema de classificacdo, separa as espécies causadoras
de miiases em primarias, quando uma espécie tem capacidade de iniciar a infestacdo; ou
secundarias, que invadem o hospedeiro apds uma espécie primdria ou um parasita obrigatério ja
ter iniciado a infestacdo (Zumpt 1965).

As infestacOes por larvas de dipteros representam grande transtorno a pecuaria em todo o
mundo. Ha uma perda na produtividade e gastos no manejo, que juntos somam perdas
importantes para o setor (Hall & Wall, 1995). No ultimo levantamento feito por Grisi e
colaboradores (2014), as perdas causadas pela baixa produtividade de leite, carne e couro,
decorrente de miiases foi de cerca de 720 milhdes de ddlares por ano no Brasil.

Além dos prejuizos a pecudria, as miiases tém uma grande importancia médica,
principalmente em regides desfavorecidas socioenomicamente. Por exemplo, Cochliomyia
hominivorax e Chrysomya bezziana, espécies da familia Calliphoridae do novo e velho mundo,
respectivamente, causam infestacbes que, quando ndo tratadas, podem levar a infecgOes
dérmicas, urogenitais ou gastricas (Hall & Wall, 1995). Essas duas espécies sdo bastante

conhecidas por parasitarem humanos, animais domésticos e vertebrados selvagens. Outra espécie



causadora de miiases é a Wohlfahrtia magnifica com distribuicdo no sudoeste paleartico. Essa
espécie pertencente a familia Sarcophagidae é encontrada parasitando humanos e outros animais
de sangue quente (Robbins & Khachemoune, 2010).

Esses dipteros sao integrantes da superfamilia Oestroidea, que pertence ao grupo Calyptratae
(Diptera: Brachycera). Oestroidea é bastante diversa com relagdo as estratégias de vida dos
adultos e/ou larvas, que podem ser parasitas obrigatdrios, predadores de vertebrados e
invertebrados, saprofagas, fitéfagas e hematdfagas de amniotas (Stevens et al., 2006; Kutty et al.,
2010). Oestroidea atualmente compreende sete familias: Calliphoridae, Mystacinobiidae,
Rhinophoridae, Oestridae, Sarcophagidae, Tachinidae e a antiga subfamilia de Calliphoridae,
Rhiniinae (Kutty et al., 2010). Porém, duas familias pertencentes a Oestroidea recebem destaque
por conter importantes espécies causadores de miiases: Calliphoridae (varejeiras) e Oestridae

(berne e bicho da cabeca, por exemplo) (Stevens et al., 2006a).

1.2. Familia Calliphoridae

Calliphoridae compreende aproximadamente mil espécies presentes em todas regiGes
biogeograficas. Os substratos para a alimentagdo sdao diversos e incluem carcaga de vertebrados,
tecidos necrosados e feridas de vertebrados vivos, minhocas, caramujos (vivos ou mortos), sangue
de filhotes de passaros, javali e porco-formigueiro. Entre suas subfamilias estdo Chrysomyinae,
Calliphorinae e Luciliinae, conhecidas por conterem espécies necro-sapréfagas e causadoras de
miiases, apresentando importancia forense, veterinaria, médica e econ6mica (Marinho et al.,
2012; Stevens et al., 2006).

Dois exemplos de espécies causadoras de miiases sdo Co. hominivorax e Lucilia cuprina. Co.
hominivorax, é uma espécie que pertence a subfamilia Chrysomyinae. Também é popularmente

conhecida como “mosca da bicheira”, sendo uma espécie que parasita obrigatoriamente



vertebrados de sangue quente (Hall & Wall, 1995). A fémea pode depositar até mais de 500 ovos
em bordas de feridas ou orificios corporais (Hall & Wall, 1995). Apresenta ocorréncia no novo
mundo, sendo atualmente encontrada em parte do Caribe e em toda América do Sul, excluindo o
Chile (Torres et al. 2004). As infestacOes pelas larvas da mosca da bicheira em animais como o
gado bovino leva a prejuizo no setor pecuario decorrente de perdas na produgdo e gastos com
manejo. Além de outros vertebrados, a mosca da bicheira pode infestar humanos, apresentando,
também, uma importancia sanitaria (Hall & Wall, 1995; Stevens et al., 2006).

L. cuprina é parasita facultativa de diversos vertebrados, como as ovelhas (Anstead et al.,
2015). Suas infestagdes sdo observadas principalmente na Europa e Australia, causando prejuizo
de centenas de milhdes de ddlares anualmente devido a perdas na producdo de 13, perda na
produtividade de leite e carne e manejo das infestagdes. Assim como em Co. hominivorax, a fémea
de L. cuprina é atraida por odores resultantes de infeccbes em feridas abertas e deposita
aproximadamente 200 ovos. O desenvolvimento dos estagios larvais ocorre na superficie do
hospedeiro, que se adere a pele do hospedeiro por meio de ganchos. As larvas se alimentam de

secre¢Oes da pele, tecidos dérmicos e sangue (Anstead et al., 2015; Hall & Wall, 1995).

1.3. Familia Oestridae

Oestridae é uma familia com cerca de 150 espécies distribuidas em 18 géneros (Stevens &
Wallman, 2006). Nesse grupo, todas as espécies exibem parasitismo obrigatdrio durante o periodo
larval, sendo que todos os hospedeiros sdo mamiferos (Colwell et al., 2006). Os adultos das
espécies de Oestridae ndo se alimentam e possuem o aparelho bucal reduzido. Além disso, é
observado nesse clado uma alta especificidade entre parasita/hospedeiro e uma grande gama de

espécies de hospedeiros, de camundongos a elefantes (Pape, 2006).



Uma das exce¢bes quanto a especificidade ao hospedeiro é a espécie Dermatobia hominis,
também conhecida popularmente como mosca do berne (Guimardes & Papavero, 1999). Essa
espécie de mosca pode parasitar uma variedade de mamiferos, principalmente caes, gatos, gado
bovino e humanos, possuindo uma importancia médico-veterinaria e econdmica (Neiva et al.,
1917; Pape, 2006).

Além da generalidade quanto ao hospedeiro, essa espécie apresenta uma biologia bastante
peculiar. A postura dos ovos ndo é realizada pela fémea da mosca do berne diretamente nos
hospedeiros. A fémea captura um outro inseto (chamado de forético) durante o voo e deposita os
ovos em seu abdome. Quando o forético contendo os ovos de De. hominis se aproxima de um
animal de sangue quente, ha um aumento na temperatura dos ovos, que faz com que os opérculos
se abram e entdo haja a liberacdo das larvas. Rapidamente, a larva penetra através do foliculo
piloso e se instala nas camadas superficiais da derme do hospedeiro. Uma vez instalada, a larva
utiliza um espiraculo que se estende até a superficie para as trocas gasosas. O crescimento da
larva pode durar de 48 a mais de 70 dias dependendo do hospedeiro. No periodo, as larvas
passam por trés instares (L1, L2 e L3) (Neiva et al., 1917; Pape, 2006).

Um outro exemplar da familia que recebe destaque é o Oestrus ovis, ou “bicho da cabega”.
Esse parasita, diferentemente da mosca do berne, é uma espécie cosmopolita e tem, em geral,
hospedeiros especificos (os caprinos Ovis aries e Capra hirus). A fémea de O. ovis é vivipara — ela
deposita as larvas de primeiro instar diretamente na entrada da narina do hospedeiro (Silva et al.,
2012). Apds a deposicdo, a larva se locomove a regido interna da narina e se adere a mucosa onde
se desenvolve até o segundo instar. Nessa etapa, ela se dirige ao sinus paranasal e se alimenta do
muco produzido como resultado da irritacdo causada pela infestagdo e pela resposta a bactérias
oportunistas (Dorchies, 1998). Assim que a larva atinge o terceiro instar, ela se dirige ao ambiente

externo, cai no solo e a pupa se forma (Capelle, 1996). O intervalo de tempo do estagio de pupa



varia dependendo da temperatura e estacao do ano (Tabouret et al., 2001). Assim que ele emerge

da pupa, ocorre o encontro do macho com a fémea para a cépula (Capelle, 1996).

1.4. Gendmica funcional

A expressao génica é o primeiro passo para que a informacado contida no DNA seja convertida
em fendtipos morfoldgicos e fisiolégicos. E um processo complexamente regulado, de diferentes
formas e em diversos niveis: entre orgaos, tecidos, células e até mesmo entre componentes
celulares. Além das diferencas espaciais ha também diferencas temporais, nas quais, em cada fase
da vida do individuo, um certo conjunto de genes pode ser expresso, ou expresso em niveis
diferentes. Assim, variacdes na expressao podem resultar em fendtipos diferentes (Karp 2007).

Sendo a expressao génica um fator importante na determinacdao do fendtipo, seu estudo se
torna essencial para a compreensdo de diferencas fenotipicas. Essa investigacdo pode ser
realizada por meio da andlise da sequéncia e estrutura dos transcritos, bem como de seus padrées
de expressao temporais e espaciais por meio da genémica funcional. Parte dessa estratégia
envolve o isolamento dos transcritos, cujo conjunto é denominado “transcriptoma”, e a
caracterizagdo da funcdo e regulacdo dos genes nos organismos (Passos & Jordan, 2000).

Uma das formas de se atingir esses objetivos é por meio do sequenciamento dos transcritos,
seguido de sua anotac¢do e verificagdo do nivel de expressao. Neste trabalho foram utilizados
dados gerados com a técnica de RNA-seq para a obtencdo de transcriptomas. O RNA-seq alia as
tecnologias de construcdo de bibliotecas de cDNA e sequenciadores de segunda gerac¢do para a
obtencdo dos dados. Quando comparada a outras técnicas baseadas em hibridacdo, uma das
principais vantagens do seu uso estd na independéncia do conhecimento prévio da sequéncia
genomica (Wang, Gerstein & Snyder, 2009b). Os dados obtidos podem ser utilizados para

determinar a tanto a sequéncia dos transcritos, como o seu nivel de expressdo génica (Torres et



al., 2008, Tandonnet & Torres 2017). Quando comparamos com outras técnicas que também
utilizam sequéncias, as vantagens sdo rapidez e menor custo (por transcrito), além de uma maior
abrangéncia de transcritos sequenciados em um unico experimento (Wang et al., 2009).

Dados de RNA-seq também fornecem informacdes sobre a sequéncia dos transcritos.
Diferentemente de mutag¢Ges em sequéncias regulatdrias, que podem alterar o padrdo de
expressao das proteinas, mutacdes em regides codificantes de proteinas alteram a sequéncia de
aminoacidos das proteinas e podem alterar sua funcdo. Assim, mudancas nas sequéncias dos
transcritos também podem ter um papel na diversificacdo dos hdabitos alimentares em
Calliphoridae. A andlise comparativa de regides codificantes permite a identificacdo de diferencas
entre espécies que podem ser classificadas em mutacdes sinbnimas e ndo sindbnimas. As mutacdes
sinbnimas (cuja taxa pode ser representada por dS ou Ks) sdo aquelas que resultam de uma
mudanca no nucleotideo que ndo altera a mudanga do aminoacido codificado pelo novo cédon. As
mutac¢Ges ndo-sindbnimas (cuja taxa pode ser presentada por dN ou Ka), por outro lado, produzem
um cédon que codifica um aminodcido diferente. Presupde-se que as mutacbes sinbnimas sejam
neutras, pois apesar de alterarem a sequéncia nucleotidica, ndo produzem uma proteina
diferente. Jd as mutagdes ndo sinbnimas, alteram a proteina e podem resultar em um fendtipo
diferente, tornando-se alvos da selegdao natural. Em um cendrio sem atua¢do de processos
seletivos, dN seria igual a dS, resultando em uma razdo de dN/dS = 1. Se ha selecdo natural
atuando na eliminagdo de substituicdes ndo sindnimas, geralmente deletérias, o valor de dN
observado é menor que o esperado por deriva genética, e a razdo dN/dS (também chamada w)
passa a ter valores baixos. Por outro lado, quando a selecdo positiva atua favorecendo a
manutencdo de mutacdes ndo-sinbnimas, a razdo dN/dS assume valores mais altos, maiores que

um. Assim, os valores das razbes sdo avaliados, considerando que (i) w = 1 indica sequéncias



evoluindo neutramente, (ii) w < 1 para sequéncias com agao de selegdo purificadora, e (iii) w > 1

como esperado sob sele¢do positiva.



2. PERGUNTAS, HIPOTESES E DESENHO EXPERIMENTAL

Esta dissertacdo apresenta como questdo principal as diferencas de sequéncia e expressao
subjacentes as preferéncias alimentares de espécies da familia Oestridae. Partimos do
pressuposto de que para cada habito alimentar, esteja envolvido um conjunto de genes
especificos, mesmo em espécies de diferentes familias. A partir desse pressuposto, além dos
dados gerados para a familia Oestridae, foram utilizados dados de outras espécies causadoras de
miiase que pertencem a familia Calliphoridae. Com isso, além de informacgGes sobre a familia
Oestridae, também pudemos investigar uma questdo mais geral, tentando identificar os genes
envolvidos na preferéncia alimentar em moscas causadores de miiases.

As andlises comparativas foram realizadas entre espécies da familia Oestridae (De. hominis
e 0. ovis) e espécies da familia Calliphoridae (Co. hominivorax, Chysomya megacephala e L.
cuprina). Apesar dessas espécies causarem infestacGes em hospedeiros vertebrados (com excec¢do
de Ch. megacephala), elas exibem diferencas quanto ao local da infestacdo (por exemplo,
dérmico/furuncular ou nasofaringeal) e grau de parasitismo (por exemplo, parasita obrigatério),
segundo a classificacdo proposta por Hall e Wall (1995). Além dessas classificagdes, propomos uma
classificagdo de acordo com a preferéncia alimentar (tabela 1).

Tabela 1: Classificacdo das espécies estudadas, segundo o proposto por Hall e Wall (1995) e pela
preferéncia alimentar.

Familia Espécie Habito Decrigdo clinica Preferéncia alimentar
Oestridae De. hominis Parasita obrigatorio Dérmico/furuncular Fluido dérmico?
0. ovis Parasita obrigatorio Nasofaringeal Muco

Calliphoridae  Ch. megacephala
Co. hominivorax

L. cuprina

Parasita facultativa
Parasita obrigatorio

Parasita facultativa

Dérmico/traumatica
Dérmico/traumatica

Dérmico/traumatica

Tecido necrosado
Musculo esquelético

Musculo esquelético

! Resultado da digestdo extracorpdrea larval dos tecidos musculares e dérmicos do hospedeiro



Uma primeira abordagem para esta investigacdo foi a identificagdo dos genes
diferencialmente expressos, explorando possiveis mudangas entre grupos de espécies que
apresentam preferéncias alimentares contrastantes, assim como suas caracteristicas relacionadas
com o estilo de vida.

A andlise de expressao foi realizada a partir da comparacao de perfis de expressao global,
obtidos por meio da técnica de RNA-seq, em conjunto com ferramentas de bioinformatica. O
primeiro passo foi a identificacdo de genes ortdlogos compartilhados entre as espécies. Em
seguida, foi realizada a identificacdo dos ortélogos diferencialmente expressos, entre diferentes
habitos e entre as diferentes familias.

Para a identificacdo de genes diferencialmente expressos foram realizados quatro testes:

1. Espécies parasitas (Co. hominivorax, De. hominis, L. cuprina e O. ovis) vs
necrosaprofaga (Ch. megacephala), na tentativa de identificar diferencas na expressao
de genes entre a espécie que se alimenta de tecido/matéria em decomposicdo e as

espécies que se alimentam de tecidos vivos.

2. Parasitas da familia Calliphoridae (Co. hominivorax e L. cuprina) vs parasitas da familia
Oestridae (De. hominis e O. ovis), na tentativa de identificar diferencas na expressao

de genes entre as familias.

3. Miiase dérmica (Co. hominivorax, De. hominis e L. cuprina) vs nasofaringea (O. ovis),
identificando possiveis mudangas na expressao de genes relacionados com o local em
que ocorre a infestagdo no hospedeiro.

4. Miiase dérmica/furuncular (De. hominis) vs dérmica/traumatica (Ch. megacephala, Co.

hominivorax e L. cuprina), visando a investigacdo de possiveis mudancas relacionadas
9



a diferentes modos de infestacdo em espécies que parasitam a derme do hospedeiro.
Testamos aqui, as diferencas entre as espécies que sobrevivem e se alimentam de
tecido muscular esquelético, mas com formas de infestacdo diferentes.

Os testes foram realizados para inferir quais genes estariam potencialmente envolvidos nas
diferencas de preferéncia alimentar e de estratégia de sobrevivéncia dessas espécies em seu
estdgio larval nos seus hospedeiros.

Uma outra abordagem utilizada foi o teste de selecdo. Foram realizadas as comparagdes das
sequéncias codificantes por meio da andlise da razdo de taxas de substituicdo ndo sinénimas por
taxas de substituicdo sindnimas (dN/dS = w) na tentativa de buscar evidéncias de sele¢do nos
genes expressos. Nesta andlise, diferentes ramos da filogenia com surgimento de habitos e/ou
preferéncias (ramos de primeiro plano, “foreground”) foram testados em comparacdo ao restante
da arvore, os ramos de segundo plano (“background”). Os ramos de primeiro plano sdo aqueles
qgue esperamos encontrar genes sob selegdo positiva que possam estar relacionados com
adaptaces especificas dos grupos. Em cada um dos testes foi comparado o w calculado para o
ramo de primeiro plano contra o w médio do restante a drvore. A hipétese nula dos testes é um
modelo neutro com um valor fixo de w = 1 para toda arvore. No modelo 1, foi considerado um
valor fixo de w para toda a arvore (mas diferente de 1). Cada um dos demais modelos reflete a

escolha de um ramo de primeiro plano diferente:

Modelo 2: ramo de Co. hominivorax;

e Modelo 3: ramo das parasitas dérmicas (Co. hominivorax, De. hominis e L. cuprina);
e Modelo 4: ramo da espécie saprdofaga, Ch. megacephala;

e Modelo 5, ramo de De. hominis;

e Modelo 6, ramo de O. ovis.
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Os modelos de 1 até 6 foram comparados com o modelo neutro avaliando os valores de
verossimilhanga. Diferengas significativas observadas nos dados foram interpretadas como

evidéncia de selecdao atuando nos genes analisados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coletas e manutencdo das larvas

As coletas das larvas de De. hominis foram realizadas na zona rural do municipio de
Guarulhos, no Estado de S3o Paulo. Doze larvas de terceiro instar foram extraidas manualmente
por meio da compressao do nddulo da infestacdao nos hospedeiros bovinos e acondicionadas em
recipiente contendo serragem. Logo apds o transporte ao Instituto de Biociéncias da Universidade
de Sdo Paulo (IB-USP), as larvas foram congeladas e armazenadas a uma temperatura de -70° C.

As larvas da espécie O. ovis foram gentilmente cedidas pelo professor Alessandro Francisco
Talamini do Amarante do Instituto de Biologia da UNESP campus Botucatu, no Estado de Sado
Paulo. Vinte e seis larvas foram obtidas de um mesmo hospedeiro ovino sacrificado por ocasido de
outro projeto. As larvas foram armazenadas sob uma temperatura de -702 C até a extracdo do
RNA.

Adultos da espécie L. cuprina foram coletados no municipio de Campinas, também no
Estado de S3o Paulo e mantidos em laboratdrio. Larvas provenientes da primeira geragdo foram

utilizadas para a extragdo de RNA para a produgao dos dados da segunda réplica para a espécie.

3.2 Extragdo do RNA

Dois individuos de cada uma das espécies em terceiro instar foram utilizados para as
anadlises. As extragOes foram realizadas com TRIzol (Invitrogen), seguindo o protocolo sugerido
pelo fabricante. Para as quantificacGes, foi utilizado o Qubit RNA BR kit (Invitrogen) e o

fluorémetro Qubit 2.0, também da Invitrogen, conforme instrucdes do fabricante.

3.3. Sequenciamento
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O preparo e o sequenciamento das bibliotecas de cDNA foram realizados no “Laboratdrio
Multiusudrios Centralizado de Genoémica Funcional Aplicada a Agropecudria e Agroenergia”, na
ESALQ (Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de S3ao Paulo) na cidade de
Piracicaba. Para a construcdo das bibliotecas foi utilizado o protocolo TruSeq DNA Low Sample
(llumina). Elas foram sequenciadas no equipamento HiSeq 2500 utilizando o kit HiSeq SBS v4 High

Output Kit, gerando “reads” pareadas (“paired-end”) de 125 pares de base (pb).

3.4. Aquisicao de dados publicos

Dados de sequéncias expressas em larvas das espécies Co. hominivorax, Ch. megacephala
e L. cuprina foram obtidos de repositérios publicos. Para Co. hominivorax foram obtidos os dados
brutos do sequenciamento do transcriptoma larval em terceiro instar de duas réplicas, gerados
para o trabalho realizado por Tandonnet e Torres (2017) e presente no repositorio SRA sob o
numero de acesso SRP044071. Para Ch. megacephala foram obtidos dados brutos do
sequenciamento do transcriptoma larval de duas réplicas, depositados no repositorio SRA. Esses
dados foram gerados para os trabalhos realizados por Wang e colaboradores (2011), utilizando
larvas de diferentes estagios; e Zhang e colaboradores (2013) utilizando larvas em terceiro instar.
Os dados foram depositados com os numeros de acessos SRR1663113 e SRR620248,
respectivamente. Para a espécie L. cuprina os dados brutos do sequenciamento do transcriptoma
larval de uma réplica foram obtidos do repositério SRA sob o nimero de acesso SRR1853100.
Esses dados foram gerados para o trabalho de Anstead e colaboradores (2015). Do mesmo
trabalho, também foram obtidas sequéncias das regides codificantes (“coding sequences”, CDS)

para essa espécie.

3.5. Pré-processamento das “reads”
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Antes da montagem dos transcriptomas, foi realizado um pré-processamento das
sequéncias curtas (“reads”) brutas no programa Trimommatic (Bolger et al., 2014) utilizando o
parametro para a remocdao de adaptadores (ILLUMINACLIP). Em relagdo a qualidade, foram
utilizados os parametros para a remocdo de bases que apresentavam uma qualidade inferior a
trés, tanto no inicio (LEADING:3) quanto no final (TRAILING:3) da “read”. Também foi realizada a
varredura da “read” em janelas deslizantes com o tamanho de quatro bases. No processo de
varredura, a primeira janela que apresentava um valor médio de qualidade menor que 15
(SLIDINGWINDOW:4:15), indicava o ponto inicial para o corte da extremidade final da sequéncia.
Também foram removidas as sequéncias que apresentaram um tamanho menor que 20 pb
(MINLEN:20).

Para a avaliacdo das “reads”, foi utilizado o programa FastQC (Andrews, 2010), antes e apds
o pré-processamento. Os parametros avaliados por meio do programa foram as qualidades médias
das bases, a qualidade média das sequéncias, quantidade média de bases CG nas sequéncias e a

presenca “kmers” repetidos.

3.6 Montagem

Apods o pré-processamento, “reads” idénticas e repetidas foram retiradas das analises como
descrito previamente (Tandonnet & Torres, 2017). Todas as “reads” foram comparadas par-a-par e
quando duplicagdes eram detectadas, apenas uma era mantida, aquela com melhor qualidade.

As montagens de novo (sem a utilizacdo de um genoma de referéncia) dos transcriptomas
foram realizadas por meio do programa Trinity (Grabherr et al., 2001), versdo 2.4.0. Trinity é um
programa que realiza a reconstrucao de novo de transcriptomas a partir de dados de RNA-seq de

forma eficiente e robusta. Para a execucdo do programa foi utilizado como entrada os dados
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combinados das réplicas de cada espécie e com apenas uma copia de cada “read” idéntica, com o
valor padrao dos parametros.

As montagens foram avaliadas por meio do programa BUSCO (Simao et al., 2015), versao
3. BUSCO é um programa que gera uma analise do genoma ou transcriptoma montado por meio
da identificacdo do conjunto de genes esperado de acordo com a classificagdo taxonémica do
grupo estudado. O programa foi executado utilizando o modo transcriptoma (-m tran), um valor
de 10 para corte do “e-value” (-e 0.0001), o uso da otimizacdo Augustus (--long) e contra o banco

OrthoDB v9 (Zdobnov et al., 2017) com 2.799 genes pertencentes a ordem Diptera.

3.7 Identificacdo de sequéncias ortélogas

A identificacdo das sequéncias ortélogas entre as espécies foi baseada no protocolo
desenvolvido por Yang e Smith (2014) para a inferéncia de sequéncias ortélogas a partir de dados
de RNA-seq. A analise é realizada a partir de sequéncias codificantes. Por isso, é necessario que o
primeiro passo da inferéncia dos ortdlogos seja a obtencado das CDS das espécies analisadas. Para a
espécie L. cuprina as CDS foram diretamente obtidas de um repositério:

ftp://ftp.hgsc.bcm.edu/15K-pilot/Sheep_blowfly/maker_annotation/version_0.5.3/

Para o restante das espécies, as sequéncias codificantes foram geradas a partir dos
transcriptomas montados para cada espécie. Foi realizada a selecdo da maior isoforma de um

n o u

transcrito por meio do “script” “get_longest_isoform_seq_per_trinity_gene.pl” disponivel no
pacote do programa Trinity. Em seguida, foi realizado o agrupamento dos “contigs” utilizando o
programa CD-HIT-est, do pacote CD-HIT (Fu et al., 2012). Para a execuc¢do do programa foram
utilizados os seguintes parametros: identidade da sequéncia de 99% (-c 0.99) e tamanho da

semente de 10 pb (-n 10). Em seguida, as CDS foram preditas a partir dos transcritos por meio do

programa TransDecoder (https://transdecoder.github.io/), versdo r2014. Para a execucdo do
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programa foi utilizado o pardametro para o descarte de sequéncias de tamanho menor que 66
aminoacidos (-m 66).

Para a inferéncia dos ortélogos, as CDS foram alinhadas reciprocamente utilizando o
algoritmo BLASTN do programa BLAST+. O banco de dados foi gerado com o programa

4

makeblastdb, do pacote BLAST+, e foi utilizada a opcdo “-parse_seqids”. Para execug¢ao do
programa foi utilizado um valor maximo de “e-value” de 10 (-evalue 0.0001) e um valor maximo
de 1000 sequéncias alinhadas (-max_target_seqgs 1000). Ao final do alinhamento foi realizado o

n u

corte das extremidades ndo alinhadas das sequéncias com o “script” “cut_seq_ends.py”, do
protocolo proposto por Yang e Smith (Yang & Smith, 2014).

Em seguida, foi realizado o agrupamento das sequéncias entre as espécies. A primeira
etapa foi passar os dados por um filtro de proporc¢do de alinhamento (“hit fraction”) utilizando o
“script” “blast_to_mcl.py”. Assim foram identificados pares de sequéncias que obtiveram menos
de 40% de bases alinhadas e que foram desconsideradas nas andlises posteriores. A segunda etapa
foi a realizacdo do agrupamento utilizando o algoritmo de Markov (MCL algorithm) com o
programa MCL (Enright et al., 2002). O programa foi executado utilizando um valor de inflagcdo de
1,4 (-1 1.4). O algoritmo de Markov calcula o agrupamento entre nos utilizando uma matriz de
similaridade, no nosso caso uma matriz de similaridade entre sequéncias de aminoacidos.

O préximo passo foi a inferéncia das darvores a partir das sequéncias agrupadas.

” u

Primeiramente foi utilizado o “script” “write_fasta_files_from_mcl.py” que recupera as sequéncias
dos transcritos que foram agrupados apds a execu¢do do MCL. Em seguida, foi utilizado o “script”
“fasta_to_tree.py” que alinha cada grupo de sequéncias, corta os alinhamentos e infere as
arvores. Os alinhamentos foram realizados com o programa MAFFT (Katoh & Standley, 2013),

4

utilizando os parametros “--genafpair”, que contabiliza todos os pares de sequéncia com um

algoritmo local; e “--maxiterate 1000”, que corresponde ao numero de ciclos de iteragdo
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realizados. Os alinhamentos foram cortados com o programa Phyutility (Smith & Dunn, 2008)
utilizando o parametro “-clean <0,1>". Por fim, as inferéncias das arvores foram realizadas com o
programa RAXML que utiliza o método de mdaxima verossimilhanca (Stamatakis, 2014). Ao final
dessa etapa temos como resultado a inferéncia dos homadlogos. Ambos os “scripts” fazem parte do
pacote de Yang e Smith.

Para a inferéncia dos ortdlogos foi utilizado ao método “one to one”, que considera para as
analises sequéncias homodlogas que estejam presentes em cdpia Unica em cada tdxon amostrado.
Por fim foi utilizado um “script” que separa as sequéncias ortdlogas por espécie, selecionando os
agrupamentos que apresentaram apenas uma sequéncia por espécie, ou seja, excluindo possiveis

paralogos.

3.8. Anotacdo das sequéncias ortdlogas

A anotacdo das sequéncias transformadas em CDS foi realizada com a ferramenta GOanna
(http://www.agbase.msstate.edu/cgi-bin/tools/GOanna.cgi), do repositério AgBase (Mccarthy et
al., 2006). AgBase é uma fonte de recursos, “online” e curada, para analise funcional de produtos
génicos de animais e plantas agricultaveis. Os alinhamentos foram realizados com o programa
blastx, que traduz as CDS do banco de dados de interesse nos seis quadros de leitura e alinha cada
quadro contra um banco de dados de proteinas retornando as sequéncias alinhadas. O banco de
dados utilizado apresenta somente sequéncias com termos GO experimentalmente validados.
Essas sequéncias sdo provenientes banco de dados universal de proteinas — UniProt, e do banco
de dados curado pela comunidade AgBase, que conta com genomas de espécies de importancia
agronOmica e patégenos, incluindo espécies de animais, plantas, microrganismos e parasitas
deimportancia econémica (“Database: AgBase-UniProt”). Para o restante dos parametros foram

utilizados com os valores recomendados na plataforma.
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3.9 Analise de expressao génica

Para a identificacdo de transcritos diferencialmente expressos (DE) foram inicialmente
realizados os mapeamentos das “reads” contra os transcritos ortélogos. Os mapeamentos foram
realizados com o software Bowtie2, versdo 2.2.6 (Langmead et al., 2009). Bowtie2 é uma
ferramenta para alinhamento de “reads” contra uma referéncia de sequéncias longas de uma
forma eficiente e ultra-rdpida. Diferentemente do Bowtiel, Bowtie2 apresenta algumas
caracteristicas que acompanham mudancas dos sequenciamentos de nova geracdo (maior volume
e tamanho de sequéncias), Assim, Bowtie2 e apresenta um melhor desempenho no alinhamento
de “reads” com mais de 50 caracteres.

Um primeiro mapeamento foi realizado permitindo “gaps” nos alinhamentos. Foram
utilizados os parametros para alinhamento local (“--local”), no modo sensivel (“--very-sensitive-
local”), permitindo alinhamentos com fragmentos de, no maximo, 1000 pb (“--maxins 1000”), ndo
permitindo o alinhamento de sequéncias ndo-pareadas (“--no-mixed”) e discordantes para o par
de sequéncias (“--no-discordant”).

Um segundo mapeamento foi realizado, sendo utilizados pardmetros para ndo permitir
“gaps” entre o comego ou o final da “read” (“--dpad 0” e “--gbar 99999999"”), permitir apenas um
“mismatch” (“--mp 1,1”) e um caractere ambiguo (“--np 1”), um “score” minimo de 0,1 para
validar o alinhamento (“--score-min L,0,-0.1”), e também ndo permitindo o alinhamento de
sequéncias ndo-pareadas e discordantes para o par de sequéncias.

Apds os mapeamentos, foi realizada a contagem do nimero de “reads” mapeadas a cada
“contig” por meio de dois programas: o eXpress (Roberts et al., 2011 ) e o RSEM (Li & Dewey,
2011). Para a execucdo do programa eXpress foram utilizados os dados do mapeamento em que

foi permitida a presenca de “gaps” e com os valores padrdo para os parametros. A contagem foi
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realizada para cada réplica separadamente. Ao final, foi montada uma Unica matriz contendo
todas as contagens de cada réplica.

Para a execugdao do programa RSEM, primeiramente foi realizada a construcdo das
referéncias (index) a partir das sequéncias ortélogas para cada espécie por meio do “script” “rsem-
prepare-reference”. Como entrada, foram utilizados os dados do mapeamento em que nao foi
permitida a presenca de “gaps”, sendo cada arquivo validado por meio do “script” “rsem-sam-
validator”. Em seguida foi realizada a contagem com o uso do “script” “rsem-calculate-
expression”. Todos os “scripts” utilizados nesta etapa fazem parte do pacote RSEM.

Ao final de todas as contagens, foram realizadas as analises estatisticas com os pacotes
edgeR (Robinson et al.,, 2010) e DESeq2 (Love et al., 2014) desenvolvidos para o ambiente R.
DESeq2 utiliza, por padrdo, uma distribuicdo binomial negativa ajustada a um modelo linear
generalizado (GLM) e estatisticas de Wald para o teste de significancia. Ja o edgeR utiliza, no
método classico, uma distribuicdo binomial negativa com a maxima verossimilhanca ajustada ao
quantil (qCML), que é um método para estimar a dispersdo dos dados. O teste exato
implementado pelo edgeR é um analogo ao teste exato de Fisher.

Foram utilizadas quatro combinagdes para a avaliagdo do nivel de expressao:

I Contagem com o software eXpress, combinado a analise estatistica com o edgeR;
Il. Contagem com software eXpress, combinado a analise estatistica com o DESeq_2;

M. Contagem com o programa RSEM, combinado a andlise estatistica com o edgeR;

V. Contagem com o programa RSEM, combinado a anadlise estatistica com o DESeq?2.

Para identificarmos os genes que foram diferencialmente expressos comumente entre os
grupos foram construidos diagramas de Venn (Heberle et al., 2015) com os resultados de cada

método em cada teste.
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3.10. Andlise das sequéncias codificantes

Além das mudangas na expressdao de genes, foram estudadas as mudancas nas regides
codificantes das sequéncias ortélogas, na tentativa de identificar possiveis mudancas associadas as
diferentes preferéncias alimentares. Para isso, estimamos a razdo entre as taxas de mutagdes nao-
sinbnimas e sinbnimas (w). Para essa etapa, foram utilizadas as CDS e sequéncias de aminoacidos
preditas pelo TransDecoder, como descrito anteriormente. O primeiro passo foi o alinhamento das
sequéncias nucleotidicas com o programa muscle (Edgar 2004). Em seguida, convertemos o
alinhamento de aminoacidos em um alinhamento de nucleotideos (“back translation”) com o
programa translatorX (Abascal et al., 2010). Este programa também utiliza o algoritmo do Gblocks
(Talavera et al., 2007) para eliminar regiées mal alinhadas e muito divergentes do alinhamento. Os
alinhamentos corrigidos foram utilizados para estimar os valores de dN, dS e w entre as
sequéncias dos ortélogos com o programa codeml| do pacote PAML v.4 (Yang 2007). O codeml é
um programa que compara e realiza testes em sequéncias de nucleotideos ou aminodcidos
baseados no método de maxima verossimilhanca (“maximum likelihood”).

Com o programa codeml foram realizados os testes de seis modelos que foram comparados a

hipétese nula de um modelo neutro com um valor fixo de w = 1 para toda arvore:

J Modelo 1: considerado um valor fixo de w para toda a arvore (mas diferente de 1).
. Modelo 2: ramo de Co. hominivorax como primeiro plano;

J Modelo 3: ramo das parasitas dérmicas (Co. hominivorax, D. hominis e L. cuprina);
. Modelo 4: ramo da espécie saprdéfaga, Ch. megacephala;

. Modelo 5, ramo de D. hominis;

. Modelo 6, ramo de O. ovis.
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As estimativas de verossimilhanga do modelo nulo foram comparadas as estimativas
observadas em cada modelo testado (modelo 1 até modelo 6) por meio do teste de c?, com
significancia (a) de 0,05. O “False Discovery Rate - FDR” foi utilizado para correcdo de testes
multiplos. Para os testes significativos pressupomos que: (i) w = 1 indica sequéncias sob evolucao

neutra, (ii) w < 1 para sequéncias evoluindo sob selecdo purificadora e (iii) w > 1 como esperado

sob selecdo positiva.
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4, RESULTADOS

4.1. Coleta, extracao e sequenciamento do RNA das larvas

Das larvas coletadas, para as espécies De. hominis e O. ovis, cada réplica foi realizada
utilizando um individuo para a realizacdo da extracdo do RNA total. Para L. cuprina, foram
utilizados dois individuos para a extracdao do RNA e construcdo da segunda réplica.

O sequenciamento dos transcriptomas gerou mais de 76 milhGes “reads” para a espécie De.
hominis, mais de 64 milhGes para espécie O. ovis, quando somadas as duas réplicas (Tabela 2) e
mais de 47 milhdes para L. cuprina. Dos dados recuperados de bancos publicos, foram obtidas
para a espécie Co. hominivorax quase 40 milhGes de “reads”, mais de 54 milhdes para Ch.

megacephala e quase 48 milhdes para L. cuprina (Tabela 2).

4.2 Pré-processamento

O pré-processamento das “reads” foi realizado para as duas réplicas de todas espécies
utilizadas neste trabalho (incluindo os dados publicos) com o programa Trimmomatic. Em média,
foram descartadas 3% das “reads” apds o pré-processamento, sendo a primeira réplica de Co.
hominivorax o conjunto que mais perdeu dados (15% das sequéncias). J4 a primeira réplica de Ch.
megacephala, foi a amostra com o menor descarte de “reads”, sendo menos de 1% (Tabela 2).

Tabela 2. Sequenciamento e pré-processamento. S3o apresentadas as quantidades de “reads” obtidas por
meio da técnica de RNA-Seq, incluindo dados brutos e pré-processados.

Espécie Amostra Brutos Pré-processados

1 13.028.851 11.055.926 (84,86%)
Co. hominivorax

2 26.807.116 26.277.392 (98,02%)

1 19.549.331 19.386.665 (99,17%)
Ch. megacephala

2 35.112.471 34.108.071 (97,14%)

o 46.794.071 45.397.596 (97,02%)

De. hominis 2 30.006.392 29.273.934 (97 56%)
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1 28.386.962 27.827.093 (98,03%)

L. cuprina
2 19.439.280 18.987.105 (97,67%)
1 33.799.262 32.827.955 (97,13%)
0. ovis
2 30.643.772 29.882.997 (97,52%)

4.3 Montagem

As sequéncias provenientes das réplicas de cada espécie foram combinadas e processadas
utilizando um “script” que reduziu para apenas uma o nimero de cdpias idénticas das “reads”.
Em seguida, foi realizada a montagem dos transcriptomas por meio da execuc¢do do programa
Trinity.

A montagem de De. hominis foi a que apresentou a maior quantidade de “contigs”
montados, com quase 167 mil, com uma média de 1041 pb. Ja para a montagem da espécie Co.
hominivorax, menos de 40 mil “contigs” foram montados, com uma média de tamanho de 965,2

pb (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado das montagens de novo dos transcriptomas das espécies. Sdo apresentados a
quantidade e o tamanho médio dos “contigs” montados (em pares de bases).

Espécie “contigs” Tamanho médio (pb)
Co. hominivorax 38.749 965,22
Ch. megacephala 68.516 973,68
De. hominis 166.823 1041,98
0. ovis 103.386 1097,88
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Resultados do BUSCO
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Figura 2: Avaliacdo das montagens com o programa BUSCO. O programa foi executado antes e depois da
retirada das isoformas dos genes para cada espécie. Dentro das barras estdo os valores e proporgfes de
ort6logos alinhados em cada categoria. n: quantidade total de ort6logos presentes no banco utilizado pelo
programa. Chom: Co. hominivorax; Cmeg: Ch. megacephala; Dhom: De. hominis e Oovi: O. ovis.

4.4 |dentificagdo dos transcritos ortélogos

Apds as montagens dos transcriptomas de Co. hominivorax, Ch. megacephala, De. hominis
e 0. ovis, para cada um dos possiveis genes com mais de uma isoforma identificada, foi mantida
apenas uma sequéncia, correspondente a isoforma mais longa. Isso implica que, nas andlises
subsequentes, somente uma isoforma por gene foi analisada. Esse conjunto de sequéncias foi
utilizado para encontrar regides codificantes para cada gene (CDS). Mais uma vez, apenas uma
CDS foi utilizada por gene. Para a espécie L. cuprina, que possui genoma completamente
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sequenciado e anotado, esse processo ndo foi realizado, pois as CDS conhecidas puderam ser
obtidas diretamente do banco de dados. Com as 15.247 CDS de Co. hominivorax, 18.466 de Ch.
megacephala, 33.040 de De. hominis, 18.396 de L. cuprina e 15.906 de O. ovis, foram realizados os
passos propostos no protocolo desenvolvido por Yang e Smith (2014), sendo identificadas 1.275

sequéncias ortélogas compartilhadas entre as cinco espécies.

4.5 Andlise quantitativa da expressdo génica

Para obtencdo dos perfis de expressdo génica, foi realizado o mapeamento das “reads”
contra as sequéncias dos ortllogos, seguido da contagem das “reads” mapeadas. Dos
mapeamentos realizados com o Bowtie2, os alinhamentos realizados com os parametros que
permitiam “gaps” resultaram em uma propor¢do maior de “reads” alinhadas as sequéncias dos
“contigs” ortblogos, sendo a maior propor¢do de alinhamento obtida para as réplicas de Ch.
megacephala, com mais de 9,8% de “reads” alinhadas, em contraste com 2,5% de “reads”
alinhadas sem permitir “gaps”. A segunda réplica da espécie De. hominis foi a que obteve uma
menor propor¢do de “reads” alinhadas, sendo 3,5% para os alinhamentos permitindo “gaps” e
menos de 2% para os alinhamentos que ndo permitiam “gaps” (Tabela 4).

O nUmero de “reads” alinhadas contra cada “contig” foi utilizado para as comparagOes
interespecificas. A contagem desse nUmero, foi realizada com dois algoritmos diferentes. Assim,
para cada amostra havia dois perfis de expressdo distintos (duas matrizes; cada matriz gerada ap0s
a execuGdo de um programa). Os diferentes modos de classificacdo (Tabela 1) foram testadas por
meio do agrupamento de espécies com preferéncias similares e sua comparagdo entre dois grupos
de preferéncias contrastantes. Os testes foram realizados por meio de dois pacotes diferentes.
Assim, cada teste de hipOtese apresenta quatro resultados (combinacdo dos dois métodos de

contagem e dos dois pacotes estatisticos):
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I. eXpress + edgeR
Il. eXpress + DESeq2
Ill. RSEM + edgeR

IV. RSEM + DESeq2

Tabela 4: Quantidade de “reads” alinhadas aos ortélogos. As “reads” obtidas para cada réplica de cada
espécie foi alinhada ao seu respectivo conjunto de ortélogos. Foram utilizados dois modos diferentes de
alinhamento, um modo permissivo (“Gapped”) e no outro ndo (“Ungapped”).

Espécie Réplica “Gapped” “Ungapped”
h hal 1 1.909.160 (9,85%) 1.599.688 (8,25%)
. megacephala
2 3.371.587 (9,89%) 2.818.030 (8,26%)
" 1 571.301 (5,17%) 516.382 (4,67%)
Co. hominivorax
2 1.613.652 (6,14%) 1.357.666 (5,17%)
" 1 2.841.784 (6,26%) 1.875.118 (4,13%)
De. hominis
2 1.023.656 (3,50%) 572.371(1,96%)
1 1.496.188 (4,56%) 1.268.021 (3,86%)
0. ovis
2 1.801.913 (6,03%) 1.502.078 (5,03%)
1 1.916.293 (6,89%) 1.598.115 (5,74%)
L. cuprina
2 1.375.278 (7,24%) 1.156.438 (6,09%)

A interseccdo dos resultados das quatro combinagdes (figura 2) foi utilizada como o
conjunto de genes diferencialmente expressos para interpretacdes posteriores. Esse conjunto de
genes identificados em todas as abordagens é menos dependente de diferencas intrinsecas dos
programas e nos parece um bom ponto de partida para a identificacdo de genes candidatos,
apesar de incorrermos no risco de um maior numero de falsos negativos. Foram realizados os

seguintes testes:

e Teste 1. Espécies parasitas (Co. hominivorax, De. hominis, L. cuprina e O. ovis) vs necrofaga

(Ch. megacephala)

26



e Teste 2. Espécies da familia Calliphoridae (Co. hominivorax e L. cuprina) vs espécies da
familia Oestridae (De. hominis e O. ovis)

e Teste 3. Miiase dérmica (Co. hominivorax, De. hominis e L. cuprina) vs nasofaringea (O.
ovis)

e Teste 4. Miiase furuncular (De. hominis) vs traumatica (Ch. megacephala, Co. hominivorax

e L. cuprina)

No teste para identificar diferencas entre a espécie necréfaga e as espécies parasitas
(teste 1) e no teste realizado entre os grupos com espécies da familia Calliphoridae e da familia
Oestridae (teste 2), ndo foram identificados genes diferencialmente expressos em nenhuma
combinacdo de métodos utilizados.

No teste 3, realizado entre as espécies que parasitam a regido dérmica contra a que
parasita regido nasofaringea do hospedeiro, obtivemos onze genes diferencialmente expressos
(figura 3A), sendo nove super-expressos nas espécies que parasitam a regido dérmica e dois genes
sub-expressos (Tabela 5). Quase metade dos genes DE encontrados sdo proteinas ribossomais,
sendo que a proteina ribossomal L8 60S apresenta a maior diferenca, com uma média de log2FC =
12.42. Analisando a func¢do dos genes DE é possivel identificar potenciais candidatos envolvidos
com o parasitismo dérmico, como trypsin II-P29 e ferritina (Tabela 5).

No teste 4, espécie que causa miiase furuncular (De. hominis) foi comparada aquelas que
formam feridas (Co. hominivorax e L. cuprina). Foram identificados dois genes diferencialmente
expressos comuns aos quatro métodos (figura 3B). Um deles é regulado em hipdxia ou auséncia de

oxigénio (“protein anoxia like up-regulated”), o outro é uma proteina ribosomal (Tabela 5).
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Figura 3. Diagramas de Venn ilustrando o compartilhamento de testes significativos pelos diferentes

métodos. (A) Teste 3, Teste comparando os grupos de espécies que parasitavam a regido dérmica contra a
espécie que parasita a regido nasofaringea do hospedeiro (Co. hominivorax, De. hominis e L. cuprina vs O.
ovis). (B) Teste 4, comparando espécies que parasitam a regido dérmica de modos diferentes, espécie que

causa mifase furuncular (De. hominis) contra o grupo de espécies que formam traumas ao hospedeiro (Co.

hominivorax e L. cuprina). Os testes foram realizados combinando diferentes programas para a contagem
(eXpress e RSEM) e para os testes estatisticos (edgeR e DESeq2), sendo observado genes diferencialmente
expressos em comum a todos os métodos.

Tabela 5. Genes diferencialmente expressos. Sdo apresentadas as identidades dos ort6logos (ID), os valores
do log de “Fold Change” encontrados em cada método de andlise de expressdo diferencial e a anotagdo do
respectivo ortélogo e a % de identidade com o banco (“% id) para cada teste.

ID Fc1it  fFcu? rci® FCIV? Anotacio %id
cluster4d087 -5.24 -4.89 -4.93 -4.84 mimitin 77
cluster3666 -4.45 -4.22 -4.15 -4.17 ribonucleoprotein RB97D 84
cluster4049 10.82 11.89 11.17 12.01 60S ribosomal protein L27a 88
cluster3925 11.01 11.49 11.40 11.65 trypsin II-P29 72
cluster3845 11.42 13.22 11.79 13.25 60S ribosomal protein L8 96
Teste 3 cluster4085 3.76 11.98 4.09 12.11 60S ribosomal protein L14 92
cluster3919 5.12 13.34 5.43  13.52 40S ribosomal protein S7 95
cluster3753 6.01 12.52 6.34 12.63 60S ribosomal protein L7a 90
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cluster4080 6.27 9.09 6.61 9.17 cytochrome c oxidase subunit 6A 70

cluster3544 6.68 6.84 7.00 6.85 ADP, ATP carrier protein 93

cluster3510 7.68 11.88 8.03 12.04 Ferritin 71

cluster3272 10.21 10.80 10.09 10.92 anoxia up-regulated-like 71
Teste 4

clusterd034 5.73 11.53 5.76 11.68 40S ribosomal protein S23 99

'FC I: log2(FoldChange) edgeR+eXpress

2FC II: log2(Fold change) edgeR+RSEM

3FC IIl: log2(Folde change) DESeq2+eXpress

4FCIV: log2(Fold change) DESeq2+RSEM

4.6 Evidéncia de selecdo nas sequéncias codificantes

Apds a andlise dos perfis de expressdao dos genes, buscamos por evidéncias de selecao
positiva utilizando o codeml testando seis diferentes modelos. Os modelos foram comparados
contra o teste nulo de que todos os genes estariam evoluindo neutramente. Nos dados foram
encontrados w com valores de 999 (valor infinito utilizado pelo programa). Esses valores de w
indicam que ha uma taxa baixa de substituicdes nado-sindbnimas. Como descrito em Material e
Métodos estes genes foram descartados.

Em geral, ha uma grande restricdo evolutiva nos genes em todos os modelos testados,
estando ao menos 80,5% deles evoluindo sob um regime de selegdo purificadora. Entretanto,
alguns genes podem estar evoluindo sob selecdo positiva. Ao ser analisado o ramo de Co.
hominivorax, foram identificados nove genes sob selegdo positiva (Tabela 6). Seguindo os
resultados encontrados na andlise de expressdo, entre estes genes foram encontrados Spook
(spo), envolvido em processos de oxido-redugdo e ligacdo de ferro e SH3PX1, envolvido na
resposta a hipdxia. Para o ramo de De. hominis, foram identificados quatro genes com evidéncia
de sele¢do positiva, um em comum com Co. hominivorax: o gene “starvin” (stv), com uma fungao

de proteina “heat shock”.
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Tabela 6. Anotagao dos genes com evidéncia de selegdo positiva.

Modelo ID
Chom? cluster3179
cluster3423
cluster3499
cluster3971
cluster2973
cluster4045
cluster3505

cluster3687

cluster4069

Dhom? cluster2973
cluster3838
cluster3685

cluster4083

w

2.36

1.59

1.49

1.48

1.44

1.35

1.26

1.14

1.12

2.19

1.90

1.60

1.35

dN

0.01

0.02

0.03

0.02

0.03

0.03

0.04

0.02

0.02

0.03

0.04

0.03

0.06

ds

0.03

0.03

0.04

0.02

0.04

0.04

0.05

0.02

0.03

0.01

0.02

0.02

0.05

p-
value
1.62E-
05
1.40E-
08
2.53E-
02
3.32E-
05
5.10E-
06
5.09E-
03
1.80E-
05
3.24E-
02
4.51E-
02

7.47E-
06
1.23E-
07
8.55E-
04
8.12E-
04

Anotagdo
PGAP1
Spook
GRP-1
28S ribosomal protein
S11
Starvin
Sas10
SH3PX1
Ester hydrolase
Cl1lorf54 homolog
Zinc finger Ran-binding
domain-containing

protein 2
Starvin

N3o caracterizado
IFALS

WRB

Fungdo (termo GO)

GPl inositol-deacylase

Oxidation-reduction
process/iron ion binding
Glycine-rich cell wall
structural protein

28S ribosomal protein
S11

Heat shock protein
binding

Something about
silencing protein 10
Cellular response to
hypoxia

Regulation of
transcription

Zinc ion binding

Heat shock protein
binding
No GO associated

Insulin-like growth factor
binding

Negative regulation of
Ras protein signal
transduction

'Resultados das estimativas de w para o ramo de Co. hominivorax

2Resultados das estimativas de w para o ramo de De. hominis.
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5 DISCUSSAO

O intuito do trabalho foi identificar genes que possam estar relacionados a preferéncia
alimentar em espécies de dipteros pertencentes a familia Oestridae e também em outras espécies
causadoras de miiases de um modo geral. Outro objetivo foi gerar mais informacdes moleculares
para essa familia que apresentam uma biologia interessante e uma importancia econ6mica. Foram
estudadas cinco espécies cujas larvas infestam hospedeiros vertebrados, sendo trés pertencentes
a familia Calliphoridae: Ch. megacephala, Co. hominivorax e L. cuprina; e duas pertencentes a
familia Oestridae: De. hominis e O. ovis. Para identificarmos tais genes candidatos foram utilizados
dados do sequenciamento global do RNA mensageiro das larvas das espécies citadas.

Como ndo é claro quais fatores sdao determinantes para as diferentes preferéncias
alimentares, os perfis de expressdo génica foram comparados entre grupos com preferéncias
contrastantes e com diferentes interagées com seus hospedeiros em quatro testes distintos.

Nos testes em que foram identificados genes DE, encontramos um grande nimero de genes
ribossomais. No teste 3, entre parasitas dérmicas contra a nasofaringea, seis genes ribossomais
foram identificados com expressao diferencial entre os grupos. Proteinas ribossomais
desempenham uma importante funcdo em todos os processos bioldgicos, traduzindo mRNA em
proteinas. Evidéncias recentes tém mostrado um possivel papel regulatério de proteinas
ribossomais, além de seu papel constitutivo na traducdo. Qualquer defeito nos componentes
ribossémicos ou qualquer perda de proteinas ribossémicas centrais pode alterar os padrdes de
expressao génica (Thomas, 2000; Kondrashov et al, 2011), o que pode resultar em alteragées
especificas do tecido. Além disso, a superexpressdo ou silenciamento de varias proteinas
ribossomais leva a alteragGes na transcricdo génica, aumentando ou diminuindo a taxa de

transcrigdo de genes em Drosophila melanogaster e Schistosoma japonicum, por exemplo (Ni et al,
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2006; Sun et al, 2015). Assim, além da sintese protéica, padroes de expressdo dinamicos e
heterogéneos de proteinas ribossomais provavelmente desempenham papéis importantes na
regulacdo da tradugdo de proteinas. Cada uma das proteinas ribossomais identificadas pode ter
uma acdo regulatdria sobre transcritos especificos e grupos de transcritos em espécies de
Oestroidea, questdao que pode ser melhor investigada no futuro.

Em relacdo aos demais genes diferencialmente expressos, identificamos genes no grupo das
espécies que parasitam regido dérmica contra a espécie que parasita a regido nasofaringea (teste
3) que receberam destaque. Entre eles estdo o transportador ATP/ADP ou “Adenine nucleotide
translocator” (ANT em Dr. melanogaster), a subunidade 6A da citocromo oxidase ou Levy (Dr.
melanogaster) e Ferritina. Esses genes apresentavam-se superexpressos no grupo que parasita a
regido dérmica em relacdo a espécie que parasita a nasofaringe.

Os produtos génicos do carreador de ATP/ADP e Levy estdo associados a produgdo energética
nas células. O carreador de ATP/ADP (ANT) participa da regulagdo do processo de biossintese de
ATP em Dr. melanogaster (Liu et al., 2007; Vartiainen et al., 2014). No trabalho de Vartiainen e
colaboradores (2014) com mutantes de Dr. melanogaster para o gene ANT (“stress- sensitive BY)
exibiam uma reducdo na producdo de ATP, acimulo de lactato e mudangas no padrdo de
expressao de genes que sao consistentes com a troca metabdlica para glicdlise.

J4 o gene Levy codifica uma subunidade do complexo citocromo c oxidase. Mutagbes nesse
gene em individuos de Dr. melanogaster causam uma diminui¢do na taxa de montagem desse
complexo. Essas diminui¢Ges resultam em mudancgas fisioldgicas e fenotipicas, incluindo
diminui¢cdo da expectativa de vida do adulto e aumento da taxa de neurodegeneracgao, devido a
diminui¢do na producdo dos niveis de ATP e aumento de radicais livres (Liu et al., 2007). Ambos os
genes estdo relacionados com a regulagdo do metabolismo celular, realizado na membrana

mitocondrial. Sabe-se que diferentes dietas podem alterar a atividade mitocondrial (Holmbeck &
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Rand, 2015). Em um estudo com individuos de Dr. melanogaster criados em dietas suplementadas
com diferentes acidos graxos (saturados e insaturados), foi observado que os individuos
apresentaram diferengas no metabolismo celular entre os diferentes tratamentos. Larvas que se
desenvolveram com uma dieta suplementada com 4cido graxo poli-insaturado apresentaram uma
maior taxa de respiracao celular do que aqueles que se desenvolveram com uma dieta
suplementada com acido graxo saturado. Essa maior atividade da cadeia respiratdria leva a um
aumento do estresse oxidativo, diminuindo a expressdo dos carreadores de ADP/ATP.
Comparando a expressdo desses genes entre as espécies que apresentam diferentes preferéncias
alimentares, a espécie que se aliment de muco, apresentam uma expressdao menor destes genes,
em contraste com as que se alimentam de tecido muscular, que pode estar relacionado com as
diferentes dietas.

O produto do gene ferritina é amplamente encontrado entre bactérias, plantas e animais; e
além de estar associado com a absor¢do de ferro também esta envolvido com a homeostase
celular de ions ferro. O silenciamento do gene em Dr. melanogaster resulta na diminuicdo da
absorgdo e acumulo do ferro pelas células intestinais, sendo também observada deposicao de
ferro em células oculares e neuronais. Essa deposicdo leva a alteracbes no desenvolvimento dos
tecidos de olhos e cérebro, causando ma formagdo dessas estruturas (Tang & Zhou 2013a),
demonstrando os efeitos téxicos do excesso desse elemento. Para a manuteng¢ao do equilibrio de
ferro celular, quando ha uma alta concentracdo desse elemento no substrato, tem-se como
resultado um aumento da expressdo do gene e proteina ferritina (Dunkov et al., 2002; Georgieva
et al., 1999; Tang & Zhou, 2013a). Observando individuos de Dr. melanogaster em meios com e
sem suplementacdo de ferro, foi detectado um aumento na expressdao de mRNA de ferritina em
larvas, pupas e imagos que se desenvolveram em um ambiente suplementado com ferro
(Georgieva et al., 1999). Isso leva a interpretacdo de que um aumento da expressdo desse gene
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em espécies que se desenvolvem na derme em comparagdao com a espécie que se desenvolve na
nasofaringe do hospedeiro, se deve a mais alta concentracdo do ion em tecido esquelético e ao
balanco de ferro no organismo, evitando seus efeitos téxicos.

Nos testes que envolvem apenas as espécies que parasitam a derme, foi observado que o
gene “protein anoxia up-regulated” (ou fau) exibe uma expressado diferencial significativa, sendo
mais expresso nas espécies que causam traumas. O gene fau estd relacionado com a resposta ao
estresse por falta de oxigénio (Kariithi et al., 2016; Vontas et al., 2005; Wu 2017). Num estudo
realizado por Ma e colaboradores (1999), adultos de Dr. melanogaster foram expostas a uma
concentragao menor que 0,02% de 02 (anoxia). A expressao génica desses individuos foi avaliada,
sendo observado um aumento na expressdo deste gene. No nosso trabalho, observamos uma
expressdao maior deste gene nas espécies que causam miiase traumatica quando comparadas a
espécie que forma furdnculo. Nas espécies traumaticas ha um grande niumero de larvas infectando
o hospedeiro, formando uma massa larval. Foi reportado que espécies saprofagas agregados de
larvas formam a massa larval durante a alimentacdo, nos quais os individuos passam por periodos
de hipdxia (Lein 2013). Sendo assim, espécies que formam traumas estdo mais suscetiveis a baixas
concentragdes de 02.

Apesar de termos analisado um numero limitado de genes, foi observado que muitos exibiam
um perfil de expressdo conservado (sem diferencas significativas) entre os cendrios testados.
Assumimos que esse padrdo seja devido a restricdo nas regides regulatdrias. Além disso, tivemos
um resultado semelhante para as analises das sequéncias codificantes. A maioria das sequéncias
testadas estdao evoluindo sob selegdao negativa. Detectamos evidéncias de selegdo positiva em
apenas nove e quatro genes no ramo de no ramo de Ch. hominivorax e De. hominis,
respectivamente. Dentre esses, foi encontrado um gene comum entre Co. hominivorax e De.

hominis: o gene “starvin” (stv).
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O gene “starvin” é essencial para o desenvolvimento larval de Dr. melanogaster. A proteina é
expressa principalmente no desenvolvimento de musculos somaticos larvais, células do tendao
epidérmico (que atuam na fixacdo do musculo) e, em menor intensidade, no es6fago (Coulson et
al., 2005). Mutantes do gene ndo presentam alteragGes nos tecidos larvais e tém uma aparéncia
indistinguivel de uma larva normal. No entanto, tém a viabilidade severamente reduzida pois as
larvas recém-nascidas perdem a capacidade de ingerir alimentos e crescer. Esta observacao foi
feita por Coulson e colaboradores (2005) que testaram a ingestdo de alimentos por larvas
mutantes que foram colocadas em meio contendo corante azul de bromofenol. O corante, ndo
digerido por larvas, é observado no intestino de larvas selvagens, mas ndao de larvas mutantes.
Assim, os efeitos da mutacdo, ainda desconhecidos, ndo sdo morfoldgicos, mas provavelmente
fisiolégicos, com papel na ingestdo do alimento. E interessante que o gene apresente evidéncia de
selecdo positiva nas duas espécies parasitas que se alimentam de tecido muscular vivo do
hospedeiro. Uma hipdtese que pode ser levantada é que substituicdes ndo sinbnimas podem
alterar o funcionamento da proteina, mas ainda retendo seu papel essencial na ingestdo de
alimentos. Serd interessante investigar a relagdo dessas substitui¢des e a transi¢ao para um habito
parasita.

Outros genes observados no ramo de Co. hominivorax apresentam func¢des semelhantes as
observadas nos genes DE. O gene Spook (spo) esta envolvido em processos de oxirredugdo e
ligacdo de ferro e o gene SH3PX1 esta envolvido na resposta a hipodxia.

O gene “spook” faz parte da familia Halloween de genes de desenvolvimento em Dr.
melanogaster. E uma enzima da familia das citocromo P450 que catalisa os passos de hidroxilacdo
no processo de conversao do colesterol para o hormonio da muda, a 20-hidroxiecdisona (Ono et
al., 2006). E razoavel supor, portanto, que esse gene apresente evidéncias de selecdo positiva na

linhagem de Co. hominivorax por selecdo em fendtipo ndo necessariamente relacionado ao habito

de parasitismo. No entanto, uma de suas func¢bes inferidas por anotagdo automdtica indica
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similaridade a proteinas ligantes de ferro (InterPro:IPR001128, InterPro:IPR002401, FlyBase
Curators et al.,, 2004-), um processo também observado dentre os genes com expressdo
diferencial na analise de dados de RNA-seq. Essa nova fungdo descrita, ainda nao foi explorada,
mesmo em Dr. melanogaster.

Outro transcrito com evidéncia de selecdo positiva na linhagem de Co. hominivorax
apresentou similaridade ao gene “SH3PX1” de Dr. melanogaster. Foi pouco investigado, mesmo na
espécie modelo, mas um estudo indicou um possivel envolvimento na resposta a hipdxia, fungdo
também observada dentre os genes diferencialmente expressos. Lee e colaboradores (2008)
realizaram o silenciamento por RNAi em escala genO6mica utilizando uma biblioteca de 7216
dsRNAs. Por meio de um gene repdrter controlando a proteina verde fluorescente (GFP), foi
possivel identificar genes de Dr. melanogaster envolvidos na supressdo da transcricdo em resposta
a hipdxia. Dentre os genes identificados estava o “SH3PX1”. Uma diferenca na resposta a hipdxia
também foi observada na analise da expressdo génica diferencial, mostrando, mais uma vez, uma
coincidéncia entre os processos bioldgicos (mas ndo os genes) com diferenca na expressdo entre

as espécies e genes com evidéncia de selegdo positiva.
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6 CONCLUSOES

Apds a realizagdo dos testes para avaliagdo quantitativa da expressdo génica e anadlise de
sequéncias, foi possivel identificar mudangas, tanto entre espécies que causam diferentes tipos de
miiase (furuncular ou traumatica), quanto entre espécies que parasitam diferentes regides do
hospedeiro (dérmica ou nasofaringeal), de genes possivelmente relacionados com a preferéncia
alimentar.

Foram identificados genes cujos produtos estdo envolvidos com o controle do metabolismo,
como os que codificam para o translocador/carregador ATP/ADP e Levy, associados com o
metabolismo celular. Também foi observado um gene que ndo estd diretamente envolvido no
metabolismo, mas pode apresentar um importante papel na manutencdo do habito parasita,
como “fau” que codifica para a proteina “anoxia up-regulated”, sendo expressos em situacdes de
estresse celular.

Por fim temos o gene Ferritina, relacionado com a absorcdo de ferro, que estd mais expresso
nas espécies que tém preferéncia alimentar por musculo esquelético ou que parasitam a regiao
dérmica. Nessas espécies (Co. hominivorax, De. hominis e L. cuprina) esse gene pode estar
relacionado com a maior necessidade em lidar com um ambiente rico em ferro, como a derme e o
tecido muscular esquelético. Esse gene pode ser um futuro candidato para estudos funcionais
ligados a preferéncia alimentar e ao habito parasita.

Nas andlises das sequéncias codificantes, observamos que a maioria das sequéncias testadas
estdo evoluindo sob selegdao negativa. Detectamos evidéncias de selegcdo positiva em nove e
guatro genes no ramo de no ramo de Ch. hominivorax e De. hominis, respectivamente. Dentre
esses, foi encontrado um gene comum entre Co. hominivorax e De. hominis: o gene “starvin” (stv),
cujo produto é essencial na ingestdo de alimentos por larvas de Dr. melanogaster. Outros genes

observados no ramo de Co. hominivorax apresentam funcdes semelhantes as observadas nos
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genes DE. O gene Spook estd envolvido em processos de oxido-reducgado e ligacdo de ferro e o gene
SH3PX1 estd envolvido na resposta a hipdxia. Assim como o gene da Ferritina, eles podem ser
futuros candidatos para estudos mais aprofundados para estudar relacdes de causalidade entre a

variacdo de sequéncia codificante e ao habito parasita.
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7 RESUMO

A infestacdo por larvas de dipteros, conhecida como miiase, é um grande problema na pecuaria
em todo o mundo e pode causar perdas econOmicas severas. A superfamilia Oestroidea é um
modelo interessante para estudar a evolucdo de moscas causadoras de miiase devido a
diversidade de estratégias de parasitismo entre espécies intimamente relacionadas nessa familia.
Essas moscas sdo classificadas pelo seu habito alimentar como parasitas sapréfagos, obrigatérios
ou parasitas facultativos. Os parasitas, em particular, podem ser subdivididos pela manifestacao
clinica/local de infestacdo como dérmica, nasofaringea, traumatica/ferida e furuncular. Com tal
diversidade de estratégias, postula-se que espécies intimamente relacionadas tenham diferencas
genéticas que desempenham um papel na formacdo desses hdbitos. Aqui, utilizamos dados de
expressdo génica e as sequéncias codificantes em escala gendmica de cinco espécies (Cochliomyia
hominivorax, Chrysomya megacephala, Lucilia cuprina, Dermatobia hominis e Oestrus ovis) para
encontrar genes que possam estar envolvidos em diferentes estratégias e/ou preferéncias
alimentares. Nos testamos se os 1.287 ortélogos identificados possuiam expressdo diferente e
restricGes evolutivas em diferentes cenarios. Ao comparar seus perfis de expressdo génica,
encontramos dois genes regulados positivamente; um genes em espécies que causam miiase
dérmica envolvido no transporte metabolizacdo de ferro (Ferritina) e outro gene em espécies que
causam miiase traumatica que responde a niveis reduzidos de oxigénio (anoxia up-regulation-like).
Nossa analise evolutiva mostrou um resultado semelhante. Em Ch. hominivorax, encontramos
genes diferentes, mas envolvidos nas mesmas funcdes que podem estar evoluindo sob selecdo
positiva. Este é o primeiro passo para entender as origens e a evolucdo da diversidade de
estratégias parasitarias em Oestroidea.
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8 ABSTRACT

The infestation by dipterous larvae, known as myiasis, is a major problem in livestock worldwide
and can cause severe economic losses. The Oestroidea superfamily is an interesting model to
study the evolution of myiasis-causing flies because of the diversity of parasitism strategies among
closely-related species in this family. These flies are classified by their feeding habit as
saprophagous, obligate parasites or facultative parasites. The parasites in particular can be
subdivided into dermal, nasopharyngeal, traumatic/wound and furuncular. With such a diversity of
parasitic strategies, we expect that closely-related species have genetic differences that play a role
in shaping these habits. Here, we used gene expression and coding sequence data from five
species (Cochliomyia hominivorax, Chrysomya megacephala, Lucilia cuprina, Dermatobia hominis
and Oestrus ovis) to find genes that may be involved in different parasitic strategies. We tested
whether 1,287 orthologs have different expression and evolutionary constrains in different
scenarios. By comparing their gene expression profiles, we found two up-regulated genes; one in
species causing dermic myiasis that is involved in iron transportation/metabolization (Ferritin), and
other in species causing traumatic myiasis that responds to reduced oxygen levels (anoxia up-
regulated-like). Our evolutionary analysis showed a similar result. In the Ch. hominivorax branch,
we found different genes, but involved in the same functions that may be evolving under positive
selection. This is the first step towards understanding the origins and evolution of the diversity of
parasitic strategies in Oestroidea.

40



9 REFERENCIAS

Abascal F, Zardoya R & Telford MJ (2010) TranslatorX: multiple alignment of nucleotide
sequences guided by amino acid translations. Nucleic Acids Research. 38(2):W7—-W13.

Aboureta GT et al. (2001) Review article Oestrus ovis in sheep: relative third-instar
populations , risks of infection and parasitic control. 32: 525-531.

Andrews S (2010) FASTQC. A quality control tool for high throughput sequence data. URL
http://www. bioinformatics. babraham. ac. uk/projects/fastqc.

Anstead CA et al. (2015) Lucilia cuprina genome unlocks parasitic fly biology to underpin future
interventions. Nature communications. 6: 7344.

Bolger AM, Lohse M & Usadel B (2014) Trimmomatic: a flexible trimmer for lllumina sequence
data. Bioinformatics btul70.

Capelle KJ (1966) The Occurrence of Oestrus ovis L. (Diptera: Oestridae) in the Bighorn Sheep from
Wyoming and Montana. The Journal of Parasitology 52(30): 618-621.

Colwell DD, Hall MJR & Scholl PJ (2006) The oestrid flies: biology, host-parasite relationships,
impact and management. Wallingford: CABI.

Coulson M, Robert S & Saint R (2005) Drosophila starvin encodes a tissue-specific BAG-domain
protein required for larval food uptake. Genetics, 171(4): 1799-812.

Dorchies P, Duranton C & Jacquiet PH (1998) Pathophysiology of Oestrus ovis infection in sheep
and goats: a review. Veterinary record. 142(18): 487- 489.

Dunkov BC et al. (2002) Aedes aegypti ferritin heavy chain homologue: feeding of iron or blood
influences message levels, lengths and subunit abundance. Journal of Insect Science (Online). 2: 7.

Edgar RC (2004) MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high
throughput. Nucleic acids research, 32(5): 1792-7.

Enright AJ, Van Dongen S & Ouzounis CA (2002) An efficient algorithm for large-scale detection
of protein families. Nucleic acids research. 30(7): 1575-84.

FlyBase Curators, Swiss-Prot Project Members, InterPro Project Members, 2004- . Gene Ontology
annotation in FlyBase through association of InterPro records with GO terms.

Fu L et al. (2012) CD-HIT: accelerated for clustering the next-generation sequencing data.
Bioinformatics (Oxford, England). 28(23): 3150-2.

Georgieva T et al. (1999) Iron availability dramatically alters the distribution of ferritin subunit
messages in Drosophila melanogaster. Biochemistry. 96: 2716-2721.

41



Grisi L et al. (2014) Reassessment of the potential economiac impact of cattle parasites in Brazil.

Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria. 23(2): 150-156.

Grabherr MG et al. (2011) Full- length transcriptome assembly from RNA-Seq data without a
reference. Nature biotechnology. 29(7): 644-652.

Guimaraes JH & Papavero N (1999) Myiasis in man and animals in the neotropical region:
Bibliographic database. Pleiade/FAPESP, Sao Paulo.

Hall M & Wall R (1995) Myiasis of Humans and Domestic Animals. In pp. 257-334.

Heberle H et al. (2015) InteractiVenn: a web-based tool for the analysis of sets through Venn
diagrams. BMC Bioinformatics. 16(1): 169.

Karp G (2007) Cell and Molecular Biology: Concepts and Experiments. 5th Edition (G. Karp, ed.).
John Wiley & Sons, Ltd.

Holmbeck MA & Rand DM (2015) Dietary Fatty Acids and Temperature Modulate Mitochondrial
Function and Longevity in Drosophila. The Journals of Gerontology Series A: Biological Sciences
and Medical Sciences. 70(11): 1343-1354

Kariithi HM et al. (2016) Comparative Analysis of Salivary Gland Proteomes of Two Glossina
Species that Exhibit Differential Hytrosavirus Pathologies. Frontiers in Microbiology. 7: 89.

Karp G (2007) Cell and Molecular Biology: Concepts and Experiments. 5th Edition (G. Karp, ed.).
John Wiley & Sons, Ltd.

Katoh K & Standley DM (2013) MAFFT Multiple Sequence Alignment Software Version 7:
Improvements in Performance and Usability. Molecular Biology and Evolution, 30(4): 772-780.

Kondrashov N et al. (2011) Ribosome-mediated specificity in Hox mRNA translation and
vertebrate tissue patterning. Cell. 145: 383-397.

Kutty SN et al. (2010) Molecular phylogeny of the Calyptratae (Diptera: Cyclorrhapha) with an
emphasis on the superfamily Oestroidea and the position of Mystacinobiidae and McAlpine’s
fly. Systematic Entomology. 35(4): 614-635.

Langmead, B. et al., 2009. Ultrafast and memory-efficient alignment of short DNA sequences
to the human genome. Genome Biology. 10(3): R25.

Lee S-J, Feldman R & O’Farrell PH (2008) An RNA Interference Screen ldentifies a Novel
Regulator of Target of Rapamycin That Mediates Hypoxia Suppression of Translation in
Drosophila S2 Cells. Molecular Biology of the Cell. 19(10): 4051-4061.

Lein MM (2013) Anoxia Tolerance of Forensically Important Calliphorids.

Li B & Dewey CN (2011) RSEM: accurate transcript quantification from RNA-Seq data with or
without a reference genome. BMC Bioinformatics. 12(1): 323.

42



Liu W et al. (2007) Mutations in cytochrome c oxidase subunit Vla cause neurodegeneration and
motor dysfunction in Drosophila. Genetics. 176(2): 937-46.

Love MI, Huber W & Anders S (2014) Moderated estimation of fold change and dispersion for
RNA-seq data with DESeq2. Genome Biology. 15.

Ma E, Xu T & Haddada GG (1999) Gene regulation by O2 deprivation: an anoxia-regulated novel
gene in Drosophila melanogaster. Molecular Brain Research. 63(2): 217-224.

Marinho MAT et al. (2012) Molecular phylogenetics of Oestroidea (Diptera: Calyptratae) with
emphasis on Calliphoridae: Insights into the inter-familial relationships and additional evidence
for paraphyly among blowflies. Molecular Phylogenetics and Evolution. 65: 840— 854.

Mccarthy FM et al. (2006) AgBase: a functional genomics resource for agriculture. BMC
Genomics, 7.

Neiva A & Gomes JF (1917) Biologia da mosca do berne (Dermatobia hominis) observada em todas
as suas phases. Typographia dos Annaes.

Ni JQ et al. (2006) Drosophila ribosomal proteins are associated with linker histone H1 and
suppress gene transcription. Genes and Development. 20: 1959-1973.

Ono H et al. (2006) Spook and Spookier code for stage-specific components of the ecdysone
biosynthetic pathway in Diptera. Developmental Biology. 298(2): 555-570.

Pape T (2006) Phylogeny and evolution of the bot flies. The Oestrid Flies: Biology, Host—
Parasite Relationships, Impact and Manage- ment (ed. by D. Colwell, P. Scholl and M. Hall),
pp. 20-50. CABI Publishers, Wallingford.

Passos G e Jordan C (2000) Projeto Transcriptoma. Biotecnologia Ciéncia e.

Robbins K & Khachemoune A 2010. Cutaneous myiasis: a review of the common types of myiasis.
International Journal of Dermatology, 49(10): 1092-1098.

Roberts A et al. (2011) Improving RNA-Seq expression estimates by correcting for fragment bias.
Genome Biology. 12(3): R22.

Robinson MD et al. (2010) edgeR: a Bioconductor package for differential expression analysis of
digital gene expression data. Bioinformatics. 26(1): 139— 140.

Silva BF, Bassetto CC & Amarante AFT (2012) Epidemiology of Oestrus ovis (Diptera: Oestridae) in
sheep in Botucatu, State of Sdo Paulo. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria. 21(4): 386-

390

Simdo FA et al. (2015) BUSCO: assessing genome assembly and annotation completeness with
single-copy orthologs. Bioinformatics. 31(19): 3210-3212.

43



Smith SA & Dunn CW (2008) Phyutility: a phyloinformatics tool for trees, alignments and
molecular data. Bioinformatics. 24(5): 715-716.

Stamatakis A (2014) RAXML version 8: a tool for phylogenetic analysis and post-analysis of
large phylogenies. Bioinformatics. 30(9): 1312-1313.

Stevens JR et al. (2006) The evolution of myiasis in humans and other animals in the Old and New
Worlds (part I): phylogenetic analyses. Trends in parasitology. 22(3): 129-36.

Stevens JR et al. (2006) The evolution of myiasis in humans and other animals in the Old and New
Worlds (part Il): biological and life-history studies. Trends in Parasitology. 22(4): 181-188.

SunJ, Li C & Wang S (2015) The Up-Regulation of Ribosomal Proteins Further Regulates Protein
Expression Profile in Female Schistosoma japonicum after Pairing. PLOS ONE. 10(6): e0129626.

Talavera G et al. (2007) Improvement of Phylogenies after Removing Divergent and Ambiguously
Aligned Blocks from Protein Sequence Alignments. Systematic Biology. 56(4): 564—-577

Tandonnet S & Torres TT (2017) Traditional versus 3’ RNA-seq in a non-model species.
Genomics Data. 11: 9-16.

Tang X & Zhou B (2013) Ferritin is the key to dietary iron absorption and tissue iron
detoxification in Drosophila melanogaster. FASEB journal : official publication of the
Federation of American Societies for Experimental Biology. 27(1): 288-98.

Thomas G (2000) An encore for ribosome biogenesis in the control of cell proliferation. Nat Cell
Biol. 2: E71-72.

Torres TT et al. (2004) Isolation and characterization of microsatellite markers in the new world
screw-worm Cochliomyia hominivorax (Diptera: Calliphoridae). Molecular Ecology Notes. 4(2):
182-184.

Vartiainen S et al. (2014) Phenotypic rescue of a Drosophila model of mitochondrial ANT1
disease. Disease models & mechanisms. 7(6): 635—48.

Vontas J et al. (2005) Gene expression in insecticide resistant and susceptible Anopheles
gambiae strains constitutively or after insecticide exposure. Insect Molecular Biology.

14(5): 509-521.

Wang X et al. (2011) The developmental transcriptome of the synanthropic fly Chrysomya
megacephala and insights into olfactory proteins..

Wang Z, Gerstein M & Snyder M (2009) RNA-Seq: a revolutionary tool for transcriptomics. Nature
reviews. Genetics. 10(1): 57-63.

Wu T & Graham Thompson S (2017) Transcriptomic correlates of caste differentiation and
invasiveness in a subterranean termite Graduate Program in Biology.

44



Yang Y & Smith S (2014) Orthology inference in nonmodel organisms using transcriptomes and
low-coverage genomes: improving accuracy and matrix occupancy for phylogenomics.
Molecular biology and Evolution. 31(11): 3081-92.

Yang Z (2007) PAML 4: Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood. Molecular Biology and
Evolution. 24(8): 1586—1591.

Zdobnov EM et al. (2017) OrthoDB v9.1: cataloging evolutionary and functional annotations for
animal, fungal, plant, archaeal, bacterial and viral orthologs. Nucleic acids research. 45(D1):
D744-D749.

Zhang M et al. (2013) Analysis of the Transcriptome of Blowfly Chrysomya megacephala (Fabricius)
Larvae in Responses to Different Edible Oils D. Zhou, ed. PLoS ONE. 8(5): e63168.

Zumpt F (1965) Myiasis in Man and Animals in the Old World. A Textbook for Physicians,

Veterinarians and Zoologists. Myiasis in Man and Animals in the Old World. A Textbook for
Physicians, Veterinarians and Zoologists.

45



