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RESUMO

A esquistossomose mansoénica foi detectada no Rio Grande do Sul pela primeira vez
em 1997, constituindo o foco mais meridional das Américas. A partir daquela data,
varios trabalhos foram desenvolvidos para caracterizar epidemiologicamente este
foco de transmissao de ultra baixa endemicidade e de recente introdug¢ado. O objetivo
desse trabalho é caracterizar morfologicamente o parasito e analisar a estrutura
populacional através de marcadores microssatélites, comparando com as cepas de
laboratério LE e MAP. Dois isolados de campo chamados de “Esteio” e “JV” foram
obtidos, respectivamente, a partir de fezes e moluscos naturalmente infectados e de
um paciente. Os vermes adultos, obtidos de camundongos experimentalmente
infectados, foram fixados, clarificados e corados para as mensuragdes com auxilio
de um microscoépio 6ptico. A analise molecular foi realizada com 4 marcadores
microssatélites. Morfologicamente, o parasito, quando comparado com dados
obtidos da bibliografia, ndo apresentou diferengcas notaveis. As pequenas variagdes
observadas podem ser atribuidas a plasticidade fenotipica das populacbes desse
trematdédeo. O uso de 4 marcadores microssatélites nos permitiu encontrar um
numero menor de alelos nos isolados de campo quando comparado com as cepas
de laboratorio. Ha uma grande divergéncia genética encontrada (Rs7<0,253) quando
comparados os isolados de campo e as cepas de laboratério.
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Morphological characterization and microsatellite analysis of field strains of
Schistosoma mansoni Sambon, 1907, from Esteio, Rio Grande do Sul.

ABSTRACT

Intestinal schistosomiasis was detected in Rio Grande do Sul for the first time in
1997, becoming the southernmost focus in the Americas. Starting from that date,
several investigations were undertaken for the epidemiological characterization of
this transmission focus of very low endemicity and recent introduction. The objective
is to describe the parasite morphology and to analyze the population structure using
microsatellite markers, comparing field isolates with laboratory strains, LE and MAP.
Two isolates called “Esteio” and “JV” were obtained respectively, from feces and
mollusks naturally infected and from a single patient. The adult worms, obtained from
the experimental infection of mice were fastened, clarified and stained for the
measurements taken with an optical microscope. Molecular analysis was performed
with 4 microsatellite markers. The morphological data of adult worms did not differ
from those reported in the literature. The small variance in measurements can be
attributed to phenotypic plasticity of the populations of that trematode. The use of 4
microsatellite markers allowed the detection of a smaller number of alleles in the field
strains when compared to the findings with the laboratory strains. There is a great
genetic divergence found (Rs7<0,253) when compared isolates and laboratory
strains.
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1 INTRODUGAO

1.1 O parasito

O Schistosoma mansoni Sambon, 1907, € um trematdédeo digenético
(Trematoda: Digenea), parasito do homem e de alguns mamiferos, em cujas veias
do sistema portal se localizam os vermes adultos. Pertence a familia
Schistosomatidae, cujas formas adultas sao didicas, possuem duas ventosas, tubo
digestivo formado inicialmente por es6fago unico, o qual em seguida se bifurca para
posteriormente se unir em um s6 ramo terminal, o ceco (CUNHA, 1970).

Esta espécie desenvolve sua fase adulta como parasito da luz dos vasos
sanguineos, habitando preferencialmente as vénulas do plexo hemorroidario
superior e os ramos mais finos das veias mesentéricas, particularmente da
mesentérica inferior. Ai as fémeas pdem seus ovos.

Depois de atravessarem a mucosa intestinal, os ovos s&do eliminados com
as fezes (letra B da figura 1) e, quando chegam em tempo util a uma colegédo de
agua doce superficial, libertam suas larvas (C)— miracidios — que nadam durante
algum tempo até encontrarem moluscos do género Biomphalaria Preston, 1910.
Apoés penetrar nos tecidos do molusco (D), o miracidio transforma-se em um novo
tipo larvario, o esporocisto, que, por poliembrionia, gera esporocistos primarios e,
depois, larvas infectantes para os hospedeiros vertebrados, as cercéarias (E).
Voltando ao meio liquido, as cercarias que abandonaram o hospedeiro invertebrado
ficam nadando na agua, quase sempre em diregao a superficie, até que tenham a
oportunidade de entrar em contato com a pele do hospedeiro vertebrado (homem ou
outro animal suscetivel), através da qual penetram ativamente. Cada cercéria que
consegue sobreviver transforma-se logo em esquistossdmulo, ultima forma larvaria
do parasito, figura 1.

Os esquistossbmulos que nao forem destruidos na pele ganham a
circulagao geral e vao ao coragao, depois aos pulmdes (onde também podem ser
retidos e destruidos) e, em seguida ao figado e, acidentalmente a outros lugares.
Somente os que chegam ao sistema porta intra-hepatico podem completar seu
desenvolvimento e alcancar a fase adulta (A).

A infecgdo humana por S. mansoni costuma ser, na maioria das vezes,

assintomatica ou  oligossintomatica; mas pode  produzir alteracbes
1



anatomopatoldgicas cujo carater e gravidade cobre extensa gama de situagoes, o
que imprime a essa doenga grande polimorfismo e, em muitos casos, prognostico
incerto. Em algumas areas endémicas, 4 a 5% dos pacientes desenvolvem lesdes

hepatoesplénicas graves (REY, 2001).

Figura 1: Ciclo de vida do S. mansoni (REY, 2002).

1.2 Aspectos gerais da esquistossomose

A esquistossomose & endémica em 76 paises distribuidos pela Africa, Asia
e Ameérica. Segundo CHITSULO et al. (2000) cerca de 200 milhdes de pessoas
estdo infectadas e 652 milhdes de pessoas estdo em risco de adquirir a infecgao.
Acredita-se que 85% dos infectados vivam no continente africano (CHITSULO et al.,
2000). No Brasil, apenas o S. mansoni esta presente infectando mais de 15 milhdes
de pessoas distribuidas por 19 estados (COURA & AMARAL, 2004) e 25 milhdes em
risco (WHO, 2001), figura 2.
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Fig. 2: Distribuicdo da esquistossomose de acordo com a prevaléncia da infecgao
humana (COURA & AMARAL, 2004).

O parasitismo humano por S. mansoni parece ser decorrente de uma
linhagem de parasitos que evoluiu anteriormente em roedores (COMBES, 1990).
Admite-se que esta espécie tenha surgido na Asia e migrado para a Africa (SNYDER
& LOKER, 2000). Ao longo desse processo evolutivo, foram selecionadas
subpopulagdes devido ao desenvolvimento do helminto em diversas ordens de
vertebrados e espécies de moluscos da familia Planorbidae (FRANDSEN, 1979;
PITCHFORD, 1979).

A introdugao da esquistossomose no pais se deu, provavelmente, a partir de
meados do século XVI, com o ingresso de populagbes africanas, ocupadas em
regime de escraviddo com a cultura da cana-de-agucar na regido Nordeste
(SNYDER & LOKER, 2000). Condigbes ecolbgicas favoraveis e a presenga do
hospedeiro intermediario, caramujo do género Biomphalaria, determinaram a
instalacdo da esquistossomose mansoénica no Brasil (PESSOA et al., 1988).

Com a abolicdo da escravatura e com a inauguracéo dos grandes ciclos da
economia brasileira (ouro, algodao, café), ocorreu migragao interna e a dispersao da

esquistossomose para novas areas: inicialmente, Pernambuco e Bahia, expandindo-
3



se posteriormente para todo o Nordeste, Sudeste, Para, Parana e, mais
recentemente, Santa Catarina, Goias e Distrito Federal, onde foram registrados
casos autoctones (KATZ, 1997).

A industrializacdo, com a instalagdo de fabricas de grande porte que
alimentam o sonho de melhores salarios, estimula o fluxo migratério nas areas
rurais, aumentando a densidade populacional na periferia das grandes cidades.
Aliada a falta de saneamento basico e a educagao sanitaria deficiente, contribui para
o crescimento e alastramento da doenga (SANTOS, 1996), figura 3.

A chegada da esquistossomose no Rio Grande do Sul ja havia sido alertada
por CUNHA-NETO, 1972 e por PARAENSE & CORREA, 1987. Em 1997 foi
descoberto o primeiro caso autoctone no estado do Rio Grande do Sul, no municipio
de Esteio, regido metropolitana de Porto Alegre (GRAEFF-TEIXEIRA et al., 1999).
Com isso 0 RS passou a ter o foco mais meridional de transmissao da América. Na
mesma época, foi descoberta a presenca da Biomphalaria glabrata (Say, 1818) no
municipio de Esteio, até entdo ndo descrita no Rio Grande do Sul (CARVALHO et
al., 1998).
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Fig. 3: Fluxo migratério humano e distribuicdo dos hospedeiros intermediarios da
esquistossomose (COURA & AMARAL, 2004).

Em 2000 conseguiu-se isolar o parasito da natureza a partir de fezes
humanas de dois pacientes juntamente com moluscos naturalmente infectados, e
“Esteio” foi nome dado ao isolado. Em 2002, na reunido técnica sobre areas de
baixa endemicidade de esquistossomose, promovida pelo Ministério da Saude em
Porto Alegre criticou-se a maneira como foi isolado em laboratoério o parasito. Entéo,
novamente, o S. mansoni foi re-isolado de um unico paciente, chamando-se isolado
“dV”.

1.3 Morfologia do S. mansoni

A exposicao a seguir resume os dados pesquisados nas seguintes fontes:
KASTNER et al., 1975; KOHN et al., 1979b; PARAENSE & CORREA, 1981;



RODRIGUEZ, 1986; MACHADO-SILVA et al., 1994, 1995, 1998; CONCEIGAO et al.,
2000; REY, 2001; MARTINEZ et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2003.

1.3.1 Aparéncia externa

Tanto o macho quanto a fémea € cilindrico, afilando-se para as
extremidades. Ambos s&o de cor leitosa, sendo a fémea geralmente mais escura por
apresentar maior quantidade de pigmento sanguineo, a hemozoina, no interior do
sistema digestivo. Apresentam estes vermes na extremidade anterior, duas
ventosas, uma oral ou anterior que circunda a boca e uma posterior ou ventral,
também chamada de acetabulo, que € pedunculada e cuja fungdo € a de fixar o
parasito a parede capilar. Sob o acetabulo estes parasitos apresentam a abertura do

orificio genital para o exterior.

1.3.2 Macho

Com um comprimento entre 4,08 e 14,0 mm e largura do corpo a nivel
testicular variavel, geralmente entre 0,21 e 0,55 mm, o macho apresenta uma
acentuada curvatura ventral. A parte anterior do corpo € curta e mais ou menos
cilindrica, encontrando-se nela as duas ventosas. A ventosa oral varia de 0,16 a 0,24
mm de comprimento por 0,16 a 0,28 mm de largura e o acetabulo 0,21 a 0,31 mm de
comprimento por 0,17 a 0,30 mm de largura. A distancia entre a extremidade
anterior da ventosa oral e anterior da acetabular varia de 0,34 a 0,57 mm. O
segmento posterior ao acetabulo € mais largo e achatado formando com as suas
margens justapostas e curvadas ventralmente, formando o canal ginecéforo. Por nao
possuir orgao copulador, o esperma do macho é derramado no canal ginecoforo,
penetrando no orificio vaginal da fémea que se encontra ali alojada.

O aparelho genital masculino compreende 6 a 8 lobos testiculares, situados
dorsalmente ao nivel do inicio do canal ginecoforo, abaixo do acetabulo; variando de
0,04 a 0,11 mm de comprimento e 0,04 a 0,13 mm de largura. Os lobos sé&o
intercomunicados e os espermatozoides dirigem-se para a vesicula seminal atraveés

de um canal deferente unico antes de atingirem o exterior pelo orificio genital.



1.3.3 Fémea

Com um comprimento entre 6,43 e 17,00 mm e largura ao nivel do ovario
variavel, geralmente entre 0,05 e 0,22 mm, a fémea ¢é, portanto, mais comprida e
filiforme que o macho. As duas ventosas sdo pequenas, variando de 0,06 a 0,10 mm
de comprimento e 0,05 a 0,09 mm de largura a ventosa oral. A ventosa ventral mede
de 0,04 a 0,07 mm de comprimento por 0,03 a 0,06 mm de largura. A distéancia entre
as ventosas varia de 0,14 a 0,30 mm de comprimento.

O aparelho genital feminino possui um ovario oblongo, ligeiramente lobado,
e fica na metade anterior do corpo. O ovario mede em seu comprimento de 0,33 a
0,58 mm e na sua largura de 0,07 a 0,14 mm. Um oviduto curto conduz ao odétipo,
que se continua com o tubo uterino. Neste encontram-se 1 ou 2 ovos, raramente 3
ou 4, o comprimento do ovo uterino varia de 0,09 a 0,17 mm e com largura oscilando
entre 0,04 a 0,07 mm. O espinho do ovo possui a variagao de 0,02 a 0,03 mm de
comprimento. Os dois ter¢cos posteriores do corpo estdo ocupados pelas gléandulas
vitelogénicas e seu canal sinuoso, que se une ao oviduto pouco antes deste

alcancgar o odtipo.

1.4 Diversidade morfolégica e morfométrica em S. mansoni

Os estudos morfolégicos e morfométricos de vermes adultos de S. mansoni
sao usados para esclarecer questdes taxondmicas da principal espécie conhecida a
infectar o homem (SAMBON, 1907; PIRAJA DA SILVA, 1908), detectar diferencas
nos vermes recuperados de diferentes hospedeiros (KASTNER et al., 1975; DIAS &
PIEDRABUENA, 1980; MACHADO-SILVA et al., 1994; NEVES et al., 1998) e de
parasitos provenientes de diferentes cepas (MAGALHAES & CARVALHO, 1973;
PARAENSE & CORREA, 1981; MACHADO-SILVA et al., 1995). O isolamento em
laboratério do parasito de um foco de introducdo recente € uma oportunidade
excelente para a caracterizagdo morfolégica e morfométrica, além de determinar as

caracteristicas biolégicas desse organismo.



1.5 Genoma do S. mansoni

O S. mansoni tem um genoma dipldéide com 7 pares de cromossomos
autossbmicos e um par de cromossomos sexuais (SHORT & MENZEL, 1960;
SHORT et al., 1979). A fémea é heterogamética, possuindo o par de cromossomos
ZW e o macho o par ZZ (MENZEL & SHORT, 1960; SHORT & GROSSMAN, 1981).
O tamanho do genoma hapléide é de aproximadamente 2,7 x 108 pb, consistindo de
cerca de 4-8% de sequéncias de DNA altamente repetitivas (>1000 cépias), 35-40%
de sequéncias de DNA de média repetitividade (~100 copias) e o restante de
sequéncias de coépia unica (SIMPSON et al., 1982). Nos humanos, a parte final dos
cromossomos, ou teldbmeros, consiste de centena a milhares de repeticbes em
tandem da sequéncia TTAGGG (MOYZIS et al., 1988; MEYNE et al., 1989). HIRAI &
LoVERDE, 1996, utilizando ensaio de hibridizacdo in situ identificaram essa
sequéncia nos 8 pares cromossomais na metafase mitética do S. mansoni. Estima-
se que o genoma contenha de 13.960 a 14.205 genes (VERJOVSKI-ALMEIDA et al.,
2003).

O complexo génico codificante do RNA ribossomal (rRNA) foi a primeira
regido repetitiva de DNA descrita para S. mansoni (SIMPSON et al., 1984). Este
complexo ocorre como uma unidade de 10 Kb, repetida em tandem, com uma
abundancia em torno de 100 unidades por genoma hapléide. Cada unidade
repetitiva de rDNA codifica as trés espécies conservadas de rRNA de eucariotos:
5,8S, 18S, e 28S, cujas regides codificadoras sao intercaladas por DNA espacador
n&o transcrito (SIMPSON et al., 1984; VAN KEULEN et al., 1985). A familia de rDNA
€ polimérfica com aproximadamente 10% das unidades repetitivas mostrando
heterogeneidade de tamanho (SIMPSON et al., 1984). A andlise de sequéncias de
rDNA nuclear (5,8S, 18S e 28S) e rDNA mitocondrial (16S rDNA) de varias espécies
de Schistosoma permitiram estudos filogenéticos de grande importancia, assim
como a discriminacido entre espécies, cepas, e até mesmo entre populagdes de S.
mansoni sensiveis e resistentes a drogas (LOCKYER et al., 2003; McCUTCHAN et
al., 1984; JOHNSTON et al., 1993; McMANUS & HOPE, 1993; ALI et al., 1991;
DESPRES et al., 1992).

Varias outras sequéncias de DNA repetitivo foram descritas em S. mansoni.
Algumas estdo presentes somente em fémeas, localizando-se no cromossomo W

(SPOTILA et al., 1987; WEBSTER et al., 1989; SPOTILA et al., 1989; GASSER et
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al., 1991; DREW & BRINDLEY, 1995). A sequéncia repetitiva de W1 consiste de
uma sequéncia degenerada de 476 pb e pode estar presente em até mais de 500
copias no cromossomo W, foi utilizada como sonda (WEBSTER et al., 1989) e
posteriormente, como alvo para PCR (DIAS-NETO et al.,, 1993a), na sexagem de
cercarias.

Sequéncias repetitivas, distribuidas de maneira dispersa ou em arranjos
pelo genoma, foram encontradas como parte da estrutura de RNA mensageiro
(mRNA), sendo até mesmo traduzidas em proteinas (SPOTILA et al., 1991; SMITH
et al., 1992). Uma delas € o elemento repetitivo polimdrfico (PRE) de 62 pb que esta
presente em transcritos de varios tamanhos em vermes adultos. Um destes mRNAs
corresponde ao gene SM 750. O transcrito maduro possui na sua extremidade 3’,
anterior a cauda poli A, cinco copias diretas do PRE, sendo que parte da primeira
repeticdo esta contida dentro da unica janela de leitura aberta (ORF), composta de
57 aminoacidos (SPOTILA et al., 1991). Curiosamente, um minissatélite polimérfico
encontrado no DNA mitocondrial (mtDNA) de 558 pb do parasito possui algumas
regides idénticas a SM 750, carregando inclusive varias cépias em tandem do PRE.
O significado desse achado ainda é desconhecido, mas foi sugerida uma possivel
transferéncia desta sequéncia do nucleo para a mitocondria (PENA et al., 1995).

Dados mais atuais referentes ao genoma do S. mansoni podem ser
encontrados na pagina do “Schistosome Genome Network”

www.nhm.ac.uk/hosted_sites/schisto.

1.6 Diversidade génica em S. mansoni

A variabilidade genética do S. mansoni foi inicialmente avaliada através da
analise eletroforética de isoenzimas. FLETCHER et al. (1981c) realizaram estudos
com cepas de S. mansoni que apresentavam diferencas em relacdo ao nivel de
infectividade em moluscos B. glabrata, observando que 3 dos 18 loci mostravam-se
polimdrficos, sem, entretanto, conseguir determinar uma clara correlagdo entre
infectividade e polimorfismo isoenzimatico. NAVARRO et al. (1992) utilizaram a
mesma técnica para o estudo de cepas de diferentes regides (Venezuela e Brasil),
observando diferencas entre as cepas. Porém, quando analisaram vermes
individuais de cada cepa, todos os locus demonstraram ser monomorficos dentro de

uma mesma cepa. Resultados semelhantes, utilizando a mesma técnica, também
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foram encontrados por FLETCHER et al. (1981a,b) e LoVERDE et al. (1985a,b)
estudando populagdes de regides distintas.

A técnica de “Southern blotting” foi a primeira técnica de analise molecular
do genoma de esquistossomos. A utilizacdo de sondas de RNA ribossomal (rRNA),
hibridadas ao DNA gendmico previamente digerido com enzimas de restricdo, foi
descrita para a distingado de espécies e cepas deste parasito (SIMPSON et al., 1984;
McCUTCHAN et al., 1984; VAN KEULEN et al., 1985). Marcadores moleculares
detectaveis como polimorfismos de tamanho de fragmentos de restricdo (Restriction
Fragments Lenght Polymorphisms — RFLP) com uma sonda de gene ribossomal,
foram correlacionados com o surgimento de resisténcia ao quimioterapico hicantone
em S. mansoni (BRINDLEY et al., 1991), o que, ndo foi encontrado por Vieira et al.
(1991), em relacéo a resisténcia ao quimioterapico oxaminiquina, quando utilizada a
mesma técnica.

O surgimento da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) na
década de 1980, desenvolvida por SAIKI et al. (1985) e MULLIS & FALOONA, 1987,
permitindo a sintese enzimatica de milhdes de cépias de um segmento especifico de
DNA, tornou-se uma ferramenta extremamente atrativa nos estudos de variabilidade
genética. Resultados obtidos apds a analise de diferentes cepas de S. mansoni
utilizando iniciadores aleatérios na PCR em AP-PCR (DIAS-NETO et al., 1993b,c)
confirmaram os achados obtidos por técnicas como eletroforese de isoenzimas ou
uso de sondas de rRNA (SIMPSON et al., 1984; VAN KEULEN et al., 1985; VIEIRA
et al., 1991). Os perfis de DNA obtidos mostraram a existéncia de um alto grau de
similaridade gendmica entre todas as cepas utilizadas no estudo. BARRAL et al.
(1993), utilizando esta técnica com populacbes que foram isoladas de regides
geograficamente distantes como o Brasil e a Africa, e mantidas por diferentes
intervalos de tempo em laboratério, mostraram um alto grau de similaridade entre as
cepas estudadas, encontrando apenas 5% de polimorfismo entre as mais de 300
bandas obtidas através de 50 iniciadores.

Segundo DESPRES et al. (1991,1992) e LE et al. (2000), outra abordagem
promissora para estudos de variabilidade, seria a analise de polimorfismos de
tamanho de regi6es do DNA mitocondrial (mtDNA). O mtDNA apresenta uma taxa de
divergéncia 3 a 5 vezes maior que o DNA gendémico (BROWN et al., 1979;
AQUADRO & GREENBERG, 1983; HARRISON et al., 1989), e em S. mansoni

mostrou variabilidade entre diferentes clones de uma mesma cepa (PENA et al.,
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1995). Um fator limitante para as analises feitas com miDNA, é que ele nao
expressa diploidia e tampouco heranga do tipo mendeliana ndo sendo, portanto
aplicavel a outros tipos de estudos populacionais, ndo servindo para estudos de
ligacdo e também sem aplicabilidade para estudos em outras espécies do género
(JANNOTTI-PASSOS et al.,1997).

1.7 Microssatélites na analise populacional

No fim dos anos 80, os microssatélites, também chamados de SSR (Simple
Sequence Repeats — Repeticbes de Sequéncias Simples), foram isolados e
descritos simultaneamente por trés grupos de cientistas, como pequenas sequéncias
com 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem (LITT & LUTY, 1989; WEBER & MAY,
1989; TAUTZ, 1989), figura 4.

CaCGTGCGETCTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCAAGATGTGT GC

R

Fig. 4: Microssatélite com repeticdes em tandem de dinucleotideos CT.

Os microssatélites foram classificados por WEBER (1990) como perfeitos,
quando existe um motivo unico de repeticdo, sem interrupgdes, imperfeitos, quando
existem bases diferentes intercaladas na sequéncia que se repete e compostos,
quando uma repeticao perfeita ou imperfeita esta associada a outra repeticdo com
um motivo diferente. Um estudo realizado com 100 loci de repeticbes (CA)n
demonstrou uma freqiéncia baixa de microssatélites com um numero de repeti¢cdes
maior que 24 e que as repeticbes perfeitas predominam (64%), enquanto que as
compostas sédo relativamente infrequentes (11%) (WEBER, 1990).

Os microssatélites tém sido detectados dentro dos genomas de todos os
organismos até agora analisados (HANCOCK, 1999), principalmente no interior de
regides nao codificantes do genoma. Pode ser também encontrado numa taxa
menor em sequéncias de regides promotoras codificantes, como a regido promotora

do gene Drosophila Ubx (BIGGIN & TJIAN, 1988), sitios de ligagdo para varias
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proteinas regulatdrias (LUE et al., 1989; CSINK & HENIKOFF, 1998), como por
exemplo, ligagdo de poli (GA)-poli(GT)- proteina em fibroblastos humanos
(AHARONI et al., 1993).

Em genomas de eucariotos estas sequéncias sdo muito mais frequentes do
que em procariotos e melhor distribuidas ao acaso no genoma. Apresentam
tamanhos mais variantes, formando loci genéticos muito mais polimérficos
(HAMADA et al., 1982). Nos procariotos as quantidades de sequéncias repetidas em
tandem s&o muito baixas (HANCOCK, 1995; FIELD & WILLS, 1998).

A maioria dos microssatélites (48-67%) encontrados em muitas espécies
estudadas sao dinucleotideos (WANG et al., 1994; SCHUG et al., 1998) No genoma
humano, dentre todas as sequéncias repetitvas em tandem (mono a
hexanucleotideos), o poli A/T € o mais comum (BECKMANN & WEBER, 1992;
STALLINGS 1992; TOTH et al., 2000; WREN et al., 2000). Das repeticbes
dinucleotideos, a mais frequente € AC, que ocorre duas vezes mais que repeticdes
do tipo AT e trés vezes mais que repeticdes AG (BECKMANN & WEBER, 1992). Os
procariotos tém poucos microssatélites quando comparados com o genoma de
eucariotos e possuem repeticdes do tipo poli A/T em sua maioria, seguidas das
repeticbes AT (BELKUM et al., 1998; GUR-ARIE et al., 2000).

O polimorfismo e a ampla distribuicdo genémica fazem dos microssatélites
um dos marcadores genéticos mais uteis disponiveis para caracterizagdo de
individuos (HAGELBERG et al., 1992) ou para estudos populacionais (JARNE &
LAGODA, 1996) e para a construgao de mapas genéticos a fim de identificar loci
envolvidos em doencgas genéticas (DIETRICH et al., 1996). Microssatélites podem
ser facilmente classificados com o uso da PCR resultando em alelos bem definidos
(ASHLEY & DOW, 1994). Como se cogita que os microssatélites ocorram em todos
0S organismos eucaridticos € razoavel esperar que eles possam ter um papel
importante no estudo da genética populacional de parasitos (CURTIS &
MINCHELLA, 2000; BARKER, 2002).

Embora seja um marcador molecular de grande aplicagdo nos estudos
acima mencionados, alguns problemas quanto ao seu emprego precisam ser
ponderados, como a nao amplificagdo via PCR de alelos devido a mutagdes nos
sitios de ligagao dos iniciadores (CALLEN et al., 1993; BEAUMONT & BRUFORD,
1999); ao fato da Tag polimerase poder gerar produtos com um numero de

repeticbes diferente do numero presente nas fitas moldes (BEAUMONT &
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BRUFORD, 1999); e a dificuldade em se identificar e caracterizar microssatélites em
algumas espécies (BEAUMONT & BRUFORD, 1999).

O “deslizamento” da DNA polimerase durante a replicacdo do DNA é tido
como a principal causa da variagdo no numero de repeticdes nesses loci, como foi
demonstrado in vivo por SCHLOTTERER & TAUTZ (1992), caracterizando a alta
taxa de mutacéo (10 a 10° eventos por locus por geragdo) destas regides repetidas
quando comparadas com as regides codificantes. Alguns destes erros sao corrigidos
pela atividade das exonucleases que revisam e reparam o DNA, mas outros
escapam de serem corrigidos, tornando-se mutagdes. Os diferentes numeros de
repeticbes caracterizam os diferentes alelos que podem ser detectados via

eletroforese utilizando-se géis de poliacrilamida ou agarose especial de alta

resolucao.
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S - N o 1.2 3 4
A < —— - — —— Inicio = - S-S
2 3 4 5 6 7 8 9 10 TTTTTTTTT T
4 4
3 i x T
2 3 -
L Desanelamento L=
A i A -~~~ - -~ - — e —— - — i ——i— - — i ——
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 5 & 5 10
3
- Renaturagao 1.2 3 4
- — e desalinhamento
—S—— v —— 2 R T
1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 1‘045“ g8 0
3
3
; QC)‘J S - A nova fita tem L L P
Y e B S — E— E— — —- tamanho diferente REEE” A VIR IR AR NIRRT
s s s S . 2 o
1 2 3 4 5 & 7 8 9§ 10 da fita molde. @)
P

Fig. 5: Representacao esquematica do deslizamento das fitas do DNA durante a
replicacédo (ELLEGREN, 2000).

Durante a replicagdo as fitas de DNA podem se desanelar e se anelar
novamente em locais errados formando algas, figura 5. Em consequéncia, apds o
reanelamento, se a algca formada estiver na fita molde do DNA, havera uma
contracdo do microssatélite com redugao no numero de repetigdes. Por outro lado,
se esta alca estiver na fita que estiver sendo formada, havera uma expansido do

microssatélite com o aumento no numero de repeti¢des, (ELLEGREN, 2004).

13



1.8 Microssatélites na parasitologia

Na parasitologia, os microssatélites tém sido descritos e ja foram
empregados em diversos parasitos, tanto humanos como de outros animais. Na
parasitologia humana podemos citar a identificacdo de microssatélites em diferentes
espécies do género Plasmodium (BELKUM et al., 1992) com especial referéncia a
espécie Plasmodium falciparum, parasito responsavel por malaria em humanos (SU
& WELLEMS, 1996). Citamos ainda a descricdo de microssatélites em
tripanossomatideos como Trypanosoma cruzi, parasito causador da doenca de
Chagas (OLIVEIRA et al., 1998) e Leishmania spp (ROSSI et al.,1994; RODRIGUEZ
et al.,1997; RUSSEL et al.,1999). No campo da parasitologia animal podemos citar a
identificacdo de microssatélites em Trichinella pseudospiralis, parasito de aves e
mamiferos (ZARLENGA et al., 1996) e Haemonchus contortus, parasito
gastrointestinal de ovinos e caprinos (HOEKSTRA et al.,, 1997), dentre outros
parasitos.

Os primeiros marcadores microssatélite para S. mansoni foram
desenvolvidos por DURAND et al. (2000). Os autores descreveram 33 marcadores
de microssatélite de S. mansoni ao procurarem em uma biblioteca e um banco de
dados. Estes marcadores detectaram uma consideravel variabilidade nos parasitos
obtidos de ratos selvagens em Guadalupe. Além desse achado, uma estrutura
genética sexo-especifico da populagcdo foi inesperadamente observada
(PRUGNOLLE et al.,, 2002). BLAIR et al. (2001) desenvolveram outros 20
marcadores para S. mansoni e verificaram que a populagdo africana era mais
diversa do que outra relatada por DURAND et al. (2000) em Guadalupe. Em uma
busca no banco de dados, RODRIGUES et al. (2002a) desenvolveram outros seis
marcadores. Usando estes loci, RODRIGUES et al. (2002a) observaram que as
populacdes de campo estudadas eram mais diversas que uma cepa de laboratorio,
mas nao significativamente distintas umas das outras, apontando a ocorréncia de
um alto fluxo génico no campo. Uma procura completa de todo o banco de dados da
NCBI além das bibliotecas de sequenciamento genémico enriquecidas com
microssatélites aumentaram o numero de loci identificados (RODRIGUES et al.
2002b). O alto conteudo de AT (65%) relatado para o genoma de S. mansoni foi
refletido nas classes de repeti¢cdes identificadas (SIMPSON et al., 1982; MARX et

al., 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

A identificagcdo do foco de transmissdo ativa de esquistossomose em Esteio
representa uma oportunidade epidemiologica: a de investigar e monitorar esta
infeccdo em sua fase inicial de instalagdo, com a possibilidade até mesmo da
erradicagao do foco ou, pelo menos, de eficaz controle. Outro aspecto de relevancia
€ o carater de baixa endemicidade do foco; préprio de uma area de introdugao
recente do parasito, trazendo dificuldades para o diagnostico e monitoramento da
infeccdo, tanto em hospedeiros vertebrados como em hospedeiros invertebrados
(GRAEFF-TEIXEIRA et al., 2004).

Sua elevada frequéncia na populagdo de muitas regides e o déficit organico
que acarreta para consideravel numero de individuos, comprometendo o
desenvolvimento dos jovens e a produtividade dos adultos, ou conduzindo os
pacientes com formas hepatosplénicas a um estado de dependéncia que pesa
sensivelmente na economia domeéstica ou da coletividade, justificam os esforgos que
se fazem para conhecé-la melhor e para encontrar solugbes adequadas (REY,
2002).

Diversos estudos demonstram diferencgas significativas no fenoétipo, tanto em
populagdes intra quanto inter-geograficas de S. mansoni. Cepas provenientes do
mesmo ou de diferentes regides geograficas demonstraram diferengas na produgao
de ovos (KASSIM et al., 1979), infecgcdo em moluscos (RICHARDS & SHADE, 1987),
manifestacbes clinicas da doenca e a infectividade em humanos (IMBERT-
ESTABLET & COMBES, 1986; WHO, 1993), e suscetibilidade a drogas (ARAUJO et
al., 1980; DIAS et al., 1982).

A anadlise do DNA permite um estudo direto do genoma do parasito.
Diferencas inter e intra-especificas nas sequéncias de DNA tém sido observadas
pela analise do rDNA por RFLP (McCUTCHAN et al., 1984; SIMPSON et al., 1984;
WALKER et al., 1986 e 1989; VIEIRA et al., 1991). Analises utilizando RAPD tém
demonstrado consideravel diferenciacdo molecular entre espécies de Schistosoma
(DIAS-NETO et al., 1993b; KAUKAS et al., 1994, MONE et al., 2003) e apresenta
sutis variagdes genéticas entre cepas obtidas de diferentes continentes (BARRAL et
al., 1993; DIAS-NETO, 1993b,c).

O uso de marcadores microssatélites na anadlise populacional apresenta

varias qualidades, incluindo codominancia, alelismo, heranca mendeliana e
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variabilidade, além do prévio conhecimento de sua localizagdo dentro do genoma.
Os microssatélites possuem a capacidade de analisar diversos loci em unico estudo.

Embora o numero de loci de microssatélites polimérficos descrito ainda seja
pequeno, os estudos mencionados anteriormente, conclusivamente demonstram a
utiidade de marcadores de microssatélites polimorficos para estudos genéticos e
populacionais dos esquistossomos. O uso destes marcadores ajudara na
compreensao da dindmica populacional em &areas endémicas ou de recente

introducéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o S. mansoni isolado do foco em Esteio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sobre os isolados Esteio e JV de S. mansoni:

Caracterizar morfologicamente o trematodeo;

Verificar se ha diferenga entre os dois isolados, tanto morfologicamente
como molecularmente, utilizando marcadores microssatélites;

Determinar a diferengca, com o0 uso de microssatélites, entre cepas

mantidas em laboratério, LE e MAP, e os isolados de campo JV e Esteio.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os isolados Esteio e JV do foco de transmissao em Esteio tém sido mantidos
em camundongos Swiss. Os moluscos da espécie Biomphalaria glabrata criados em
laboratério para manutencado do ciclo sido infectados com 10 miracidios cada,
provenientes das fezes de roedores infectados e, apds 4-5 semanas, sao expostos a
luz artificial por no minimo 3 horas para liberagdo de cercarias. As cercarias
coletadas, em torno de 100, sdo usadas para infectar os roedores por via
subcutédnea. Um lote de camundongos € utilizado para manutengao do ciclo e o
outro, apds 45 dias, é sacrificado e os vermes coletados manualmente do sistema
porta-hepatico.

O municipio de Esteio (aproximadamente 29°50’ S para 29°54’ S e 51°12’
para 51°10’ W) esta localizado a 15 quildmetros de Porto Alegre e possui uma area
territorial de 27,60 quildmetros quadrados. Tem uma altitude média de 29 metros e
possui uma area total de 32,5 quildmetros quadrados. Esteio possui acesso
privilegiado, por via rodoviaria através da BR 116 e da RS 118, por via ferroviaria,
através do metrd de superficie e por via fluvial, pelo Rio dos Sinos.

De acordo com a estimativa do IBGE do ano de 2003, o municipio de Esteio
dispée de uma populacédo de 82.972 habitantes. A populacéo de 0 a 14 anos € de
aproximadamente 21.597 habitantes e o restante da populacdo apresenta idade
superior.

Cinco inquéritos coproscopicos foram realizados em Esteio, em outubro de
1997, setembro de 1998, dezembro de 1999, maio e outubro de 2000. Pelo fato de
que a maioria dos infectados possuia menos de 1 ovo por grama de fezes, foi feita a
proposta de classificar este foco como de ultra-baixa endemicidade (GRAEFF-
TEIXEIRA et al.,2004).

4.1 Analise morfolégica dos vermes

4.1.1 Coloragao

Os vermes coletados foram separados sexualmente com o auxilio de dois

pincéis pequenos e colocados entre 1amina e laminula de vidro, fixados em solugao

alcool-formol-acético (A.F.A). Apds a fixagcdo dos vermes, eles foram corados pelo
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carmim cloridrico alcodlico por 5 minutos, lavados em alcool 70%, colocados em
alcool 90% por 5 minutos e alcool 100% por 10 minutos. Diafanizados em Creosoto
de Faia por 5 minutos e em sequéncia passados em placa de Petri, contendo
Creosoto mais Balsamo do Canada na concentracdo de 3:1, 1:1 e 1:3, para ser feita
a montagem da lamina em Balsamo do Canada e analisada a morfologia dos
vermes (KASTNER et al., 1975; KOHN et al., 1979a,b,1987; ARAUJO et al., 1991).

4.1.2 Morfometria

Os exemplares fixados foram analisados em microscépio éptico com camera
acoplada. Foi utilizado o microscopio Axiolab MC 80 DX, marca Zeiss, com ocular
milimetrada, devidamente calibrada.

Foram examinados 51 exemplares machos e 47 fémeas do isolado Esteio,
enquanto do isolado JV examinou-se 59 machos e 38 fémeas. Os caracteres
analisados nos exemplares machos para os lobos testiculares foram: o numero,
comprimento e largura. Nos exemplares fémeas o comprimento e largura maxima do
ovario e ovo uterino, do espinho apenas o comprimento. Em ambos os sexos
mediram-se o comprimento total do corpo, das ventosas orais, ventrais e a distancia
entre a extremidade anterior da ventosa oral e extremidade anterior da ventosa
ventral (disténcia entre ventosas) segundo KASTNER et al. (1975) e KOHN et al.
(1979); foram mensuradas a largura para ambas as ventosas e largura maxima do

corpo a nivel testicular para o macho e ao nivel do ovario para a fémea.
4.2 Analise estatistica dos dados morfolégicos
Dos valores apresentados, para os isolados Esteio e JV, foram definidas

suas medias com desvio padréo e sera realizada uma analise de variancia fator

unico (ANOVA). Valores de p<0,05 serdo considerados significativos.
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4.3 Analise molecular

Para a analise molecular foram utilizados vermes adultos machos e fémeas
das cepas de laboratério LE e MAP. A cepa LE foi isolada de um paciente em Belo
Horizonte em 1959 (PELLEGRINO et al., 1967; ARAUJO et al., 1980; VALADARES
et al., 1981). A cepa MAP foi isolada de um paciente em Campinas-SP em 1977 (de
SOUZA DIAS et al.,, 1982), essa cepa mostrou-se resistente para oxaminiquine e
hicantone, porém ndo para praziquantel e niridazol (de SOUZA DIAS et al., 1982).
Ambas as cepas vem sendo mantidas no laboratério de Malacologia
CPgRR/FIOCRUZ.

Utilizou-se para analise molecular 20 vermes de cada sexo das cepas LE,
MAP e do isolado Esteio, da geragdo F3; do isolado JV, geragéo P, foram utilizados

27 vermes machos e 14 fémeas.

4.4 Extragao de DNA

Vermes individuais foram colocados em microtubos de 0,5 mL e submersos
em nitrogénio liquido por alguns segundos, imediatamente apds, transferidos para
um recipiente com agua fervente para destruir o tegumento. Os vermes individuais
foram digeridos em um tampao de extragdo composto de 50 mM Tris-HCI pH 8,0,
100 mM EDTA, 100 mM NaCl e 0,5% de SDS, com 100 pg/mL de proteinase K, por
16 horas a 56°C. A enzima foi desativada a 95°C por 10 minutos, acrescentou-se ao
produto da digestdo acetato de sédio 3 M pH 5,2 e etanol absoluto resfriado. Os
tubos foram colocados em temperatura de -70°C por 1 hora. Centrifugou-se por 10
minutos em micro-centrifuga a 14.000 rpm em temperatura de 4°C. O sobrenadante
foi desprezado e o sedimento lavado 2 vezes com etanol 70° resfriado, centrifugado
a frio por 10 minutos na velocidade de 14.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado
e, apos evaporar o etanol, o sedimento foi ressuspendido em TE e reidratado
overnight a 4°C.

A concentracdo de DNA foi determinada por leitura espectrofotométrica no
aparelho BioPhotometer (Eppendorf) a 260 nm, sendo a qualidade de DNA

determinada pela relagcado da absorbancia: A 260/280 nm.
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4.5 Analise de microssatélites

Os microssatélites utilizados estdo descritos no GenBank com os seguintes
cbdigos de acesso: L25065, AF009659, AF325694 e AF325695, observar a tabela 1.

Tabela 1 - Lista das sequéncias de Schistosoma mansoni contendo os
microssatélites utilizados no trabalho, n° de acesso no banco de dados, repeti¢cdes e
classificagao das repeticoes.

Acesso Repeticao Classificacao

L25065 (ATT), Perfeita
AF009659 (CTT)1o Perfeita
AF325694 (ATT)41 Perfeita
AF325695 (TAGA); Perfeita

4.6 Iniciadores para PCR de microssatélites

Os iniciadores utilizados para a analise dos individuos foram desenhados
utilizando-se o programa de computador OLIGO® versdo 3.3 (Molecular Biology
Insights — Cascade, USA), seguindo os seguintes parametros: o tamanho esperado
para cada fragmento gerado na PCR dos diferentes microssatélites ndo poderia
sobrepor o outro. Assim o tamanho dos produtos deveria estar situado entre 150 pb
e 500 pb, possibilitando a analise simultanea de mais de um fragmento. O tamanho
dos iniciadores deveria estar entre 18 e 22 nucleotideos, com as temperaturas de
anelamento entre 58°C e 60°C. Os iniciadores n&do poderiam apresentar
complementaridade principalmente nas suas extremidades 3° ou com os outros
iniciadores.

Os iniciadores foram sintetizados pela Life Technologies (Gaitherburg, USA)
e Bio.Synthesis (Lewisville, USA), sendo que um dos iniciadores de cada par foi
marcado em sua porg¢ao 5 com fluoresceina, permitindo seu uso em analises no
sequenciador automatico de DNA, A.L.F. — Automatic Laser Fluorescence
(Pharmacia-LKB), com o programa ALF Fragment Manager, a sequéncia dos

iniciadores esta descrita na tabela 2.
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Tabela 2 — Sequéncias dos iniciadores, temperaturas de anelamento e niumero das
sequéncias com loci de microssatélites estudados.

Iniciadores Sequéncia 5—3’ TA Acesso
SmBr5-F GAATTACTG TCC CTT TAT CTC 58°c L25065
SmBr5-R F-AAA CTATTC ATT ACT GTC GGG
SmBr6-F CTT AAC AGA CAT ACA CGC 58°C AF009659
SmBr6-R F-GAA TAC AGG CTATAA TCT ACA

1TTA-F ATT GGC GTC AGT AGA AGA GA 60°C AF325694
1TTA-R F-ATT CAC CCATTG TCT TAAAACC

13TAGA-F ACA GCA CCC GTC CGG AGG 60°C AF325695

13TAGA-R F-TTAAAATTC ATT CGA ACT GAA G

TA — temperatura de anelamento
Acesso — numero de acesso das sequéncias no GenBank™.
F- Fluoresceina

Os iniciadores para os loci SmBr5 e SmBr6 foram utilizados por
RODRIGUES et al. (2002a) e fazem parte de duas etiquetas de sequéncia
transcritas (EST) e s&o elas uma proteina transportadora de glicose e a porgao final
3’ de uma proteina c-GMP dependente, respectivamente.

Os outros dois iniciadores, 1TTA e 13TAGA, foram construidos a partir do
DNA gendmico, ndo estando localizado em uma regido codificante (CURTIS et
al.,2001).

4.7 PCR de microssatélites

Os iniciadores foram usados em amplificagdes por PCR de fragmentos de
DNA de vermes adultos individuais de diferentes cepas. Nestas reagcdes usamos 2
ng de DNA, 0,15 unidade de Taq DNA polimerase (Invitrogen), tampao da enzima
(1,5 mM de MgCly, Tris-HCI 10 mM pH 8,0, KCI 50 mM), 10 pmoles de cada iniciador
e 200 yM de dNTP, para um volume total de reagdo de 10 pL. A PCR foi realizada
em termociclador Perkin Elmer — Gene Amp PCR System 2400, por 35 ciclos
consistindo de 5 min a 95°C para desnaturagao, 30 seg. de anelamento para os

iniciadores na temperatura calculada para cada iniciador, 30 seg. a 72°C para
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extensdo, 30 seg. a 95°C para desnaturagao, retornando por 34 vezes ao passo 2,
finalizando com 30 seg. a 72°C e mantido a 4°C apds o término da reagao.

Apods a PCR, 3 L dos produtos de amplificagdo foram submetidos a analise
em géis de poliacrilamida a 8%, utilizando-se como padrdo de peso molecular @X
174 RF DNA/Hae lll Fragments (Invitrogen), fixados em 150 mL de solugdo de
etanol a 10% (v/v) com 0,5% de acido acético (v/v) e corados com nitrato de prata a
0,3%. Finalmente, os géis foram lavados em &agua deionizada e revelados em
solucdo aquosa de hidréxido de sodio 3% (p/v) com 0,5% de formaldeido (v/v), até o
aparecimento das bandas (SANGUINETTI et al., 1994).

4.8 Determinacao do tamanho dos alelos de microssatélites

O tamanho esperado dos alelos varia conforme o iniciador usado. Para o
microssatélite SmBr5 o tamanho é de aproximadamente 331pb, o microssatélite
SmBr6 fica na faixa de 241pb (RODRIGUES et al., 2002a). Os microssatélites 1TTA
e 13TAGA apresentam valores préximos a 155pb e 458pb, respectivamente.

Para determinagcdo exata do tamanho dos alelos dos microssatélites
amplificados, 1uL do produto da PCR foi desnaturado a 95°C por 5 min, submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% desnaturante com 7M de uréia, utilizando-
se tampéao de corrida TBE 0,6X (1M de Tris, 0,83 M de acido bérico e 10 mM de
EDTA) em sequenciador automatico de DNA A.L.F. — Automatic Laser Fluorescence
(Pharmacia-LKB) por 4 horas. Também foram aplicados no gel 10 fmoles de um
padrdo de peso molecular fluorescente de 50-500 pb (Pharmacia) como referéncia
de mobilidade dos fragmentos. Esta metodologia permite a analise simultanea de até
35 amostras em cada corrida. Os resultados obtidos foram analisados com os

programas ALF Fragment Manager e Allele Link (Pharmacia).

4.9 Andlise dos dados obtidos com microssatélites: parametros de genética de

populagoes

A variagcédo genética e a estrutura genética das populagcbes de S. mansoni
foram analisadas baseando-se nos dados obtidos com as amplificacbes dos

microssatélites.
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Os estudos genéticos foram feitos utilizando-se o software ARLEQUIN
versao 2.000 (SCHNEIDER et al., 2000). Os dados de tamanho de
alelo/locus/individuo, depois de tabulados, foram langados no programa.
Primeiramente, o programa traz um resumo das informacgdes referentes aos tipos de
dados analisados e as analises realizadas com seus devidos graus de acuidade,

além do resultado do calculo, mostrado abaixo:

Nome da populagéo (amostra) estudada
indices de diversidade como:

N° total de alelos que diz respeito a combinacdo em um ou mais loci.

vV V V V

N° total de loci e o n° de loci polimorficos na amostra e a heterozigose

esperada para aquela amostra segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg.

A\

Lista dos diferentes alelos de cada locus com suas respectivas frequéncias.

Y

O teste do equilibrio de Hardy-Weinberg mostra uma tabela com os loci, o n°
de individuos analisados em cada um e os valores observados e esperados de
heterozigose para cada um, bem como valores para o teste exato das
probabilidades (P) e do desvio padrao.

Cada um dos testes implementados pelo programa ¢é seguido das
respectivas referéncias bibliograficas.

Para cada locus calculou-se o numero de alelos, as frequéncias alélicas
observadas, as frequéncias genotipicas observadas e esperadas. Os valores da
heterozigose observada e esperada dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg foram
calculados.

No estudo interpopulacional, calculou-se um indice de fixagdo (Fsr)
(WRIGHT, 1921) entre todas as possiveis combina¢gdes de populagbes par a par,
estimando-se assim, as distancias entre elas com relagdo a freqiéncia dos alelos
em cada populagéo. Este indice reflete a divergéncia genética entre subpopulagdes
e € um dos principais indices em genética de populagcdes para determinar grau de
estruturacdo destas populagées. Como o célculo de Fst tem como pressupostos,
baixas taxas de mutacdo para os loci estudados, e que excessos de similaridade
entre as populagdes se devam a migragdes (SLATKIN, 1995), calculamos entdo o
indice Rst, analogo ao indice de fixagdo que leva em consideragao as maiores taxas
de mutacdo encontradas em loci de microssatélites, além de caracteristicas proprias

das mutacdes nestes loci (SLATKIN, 1995).
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5 RESULTADOS

5.1 MORFOLOGIA

As mensuragoes realizadas nos espécimes do isolado Esteio serdo

apresentados a seguir, na tabela 3, com os valores minimos e maximos para 0s

caracteres, assim como a média e o0 desvio padréao para cada medida.
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Tabela 3: Valores minimos e maximos, médios e desvio padrdo em milimetros das mensuracdes realizadas em machos e fémeas
através de microscopia optica do Isolado Esteio. O n° de lobos esta representado em unidades.

Caracteres Minimo / Maximo Macho (n=51) Minimo / Maximo Fémea (n=47)
Comprimento 2,09 921 5,88 +1,78 5,01 9,42 6,96 + 1,13
Largura ao nivel da medida 0,22 0,38 0,31 £ 0,03 0,08 0,24 0,14 £ 0,02
Comprimento da ventosa oral 0,10 0,21 0,14 £ 0,02 0,02 0,08 0,05 + 0,01
Largura da ventosa oral 0,09 0,25 0,15+ 0,04 0,03 0,06 0,04 £ 0,01
Comprimento do acetabulo 0,10 0,24 0,17 £ 0,03 0,02 0,05 0,03 £ 0,01
Largura do acetabulo 0,06 0,40 0,15+ 0,07 0,02 0,06 0,04 + 0,01
Distancia entre ventosas 0,20 0,47 0,31 £ 0,07 0,09 0,24 0,15+ 0,03
Numero de lobos testiculares 7 11 8,17 £ 0,92 * *
Comprimento de cada lobo 0,06 0,12 0,08 £ 0,01 * *
Largura de cada lobo 0,02 0,11 0,04 + 0,01 * *
Comprimento do ovario * * 0,17 0,41 0,24 £ 0,05
Largura do ovario * * 0,07 0,14 0,09 £ 0,01
Comprimento do ovo * * 0,08 0,12 0,09 + 0,01
Largura do ovo * * 0,02 0,05 0,03 £ 0,005
Comprimento do espinho * * 0,01 0,03 0,02 £ 0,004

* Ausente

26



Os dados do isolado JV, nas mensuragdes realizadas, estdo descritos na
tabela 4. Os valores estao separados em minimo e maximo, além das médias e

desvio padrao para os espécimes analisados.
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Tabela 4: Valores minimos e maximos, médios e desvio padrao em milimetros das mensuragdes realizadas em machos e fémeas
através de microscopia 6ptica do Isolado JV. O n° de lobos esta representado em unidades.

Caracteres Minimo / Maximo Macho (n=59) Minimo / Maximo Fémea (n=38)
Comprimento 250 16,20 4,53 + 1,83 3,11 7,01 5,00 £ 0,94
Largura ao nivel da medida 0,12 0,49 0,28 £ 0,05 0,11 0,22 0,14 £ 0,02
Comprimento da ventosa oral 0,09 0,22 0,14 £ 0,03 0,02 0,07 0,05 £ 0,01
Largura da ventosa oral 0,10 0,22 0,15+ 0,03 0,02 0,07 0,05 + 0,01
Comprimento do acetabulo 0,06 0,23 0,15+ 0,05 0,03 0,06 0,04 £ 0,01
Largura do acetabulo 0,06 0,30 0,14 £ 0,04 0,02 0,06 0,05+ 0,01
Distancia entre ventosas 0,09 0,45 0,29 £ 0,09 0,06 0,21 0,13+0,03
Numero de lobos testiculares 6 10 7,85+1,08 * *
Comprimento de cada lobo 0,03 0,10 0,07 £ 0,01 * *
Largura de cada lobo 0,02 0,07 0,04 + 0,01 * *
Comprimento do ovario * * 0,04 0,38 0,22 + 0,06
Largura do ovario * * 0,07 0,14 0,10 £ 0,01
Comprimento do ovo * * 0,07 0,11 0,09 + 0,009
Largura do ovo * * 0,02 0,09 0,04 £ 0,01
Comprimento do espinho * * 0,01 0,02 0,01 £ 0,003

* Ausente
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O célculo de anadlise de variancia para os dois isolados demonstrou
diferencas significativas, para p<0,05, nos seguintes caracteres examinados:
comprimento do verme macho e o comprimento de cada lobo testicular, para as
fémeas apenas o comprimento total do corpo revelou diferenga significativa para os
dois isolados.

A andlise de variancia fator unico (ANOVA) comparando os dois isolados,

Esteio e JV, estao representados nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5: Valor médio dos caracteres analisados em milimetros e analise de
variancia dos isolados Esteio e JV para vermes machos. Diferencgas significativas
para p<0,05.

Caracteres Macho Esteio  Macho JV  Valor de p
Comprimento 5,88 4,53 p<0,05
Largura ao nivel da medida 0,31 0,28 NS
Comprimento da ventosa oral 0,14 0,14 NS
Largura da ventosa oral 0,15 0,15 NS
Comprimento do acetabulo 0,17 0,15 NS
Largura do acetabulo 0,15 0,14 NS
Distancia entre ventosas 0,31 0,29 NS
Numero de lobos testiculares 8,17 7,85 NS
Comprimento de cada lobo 0,08 0,07 p<0,05
Largura de cada lobo 0,04 0,04 NS

NS: n&o significante

Tabela 6: Valor médio dos caracteres analisados em milimetros e analise de
variancia dos isolados Esteio e JV para vermes fémeas. Diferengas significativas
para p<0,05.

Caracteres Fémea Esteio Fémea JV Valordep
Comprimento 6,96 5,00 p<0,05
Largura ao nivel da medida 0,14 0,14 NS
Comprimento da ventosa oral 0,05 0,05 NS
Largura da ventosa oral 0,04 0,05 NS
Comprimento do acetabulo 0,03 0,04 NS
Largura do acetabulo 0,04 0,05 NS
Distancia entre ventosas 0,01 0,13 NS
Comprimento do ovario 0,24 0,22 NS
Largura do ovario 0,09 0,10 NS
Comprimento do ovo 0,09 0,09 NS
Largura do ovo 0,03 0,04 NS
Comprimento do espinho 0,02 0,01 NS

NS: n&o significante
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5.2 Analise com microssatélites — Isolados Esteio e JV

Os dados relativos ao tamanho de alelos/locus/individuo foram langados no
programa Arlequin 2.000 e foram feitas analises de frequéncias dos alelos de cada
locus e os testes de equilibrio de Hardy-Weinberg locus a locus. Os resultados
obtidos com os dois isolados, Esteio e JV, e as cepas de laboratério LE e MAP estao

sumariados a seguir, na tabela 7.
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Tabela 7: Numero de alelos, heterosigozidade esperada (He) e observada (Ho) para cada locus examinado nos isolados de campo
e cepas de laboratério.

Isolado/cepa Locus SmBr5 Locus SmBr6 Locus 13TAGA Locus 1TTA

Alelos (n=7) He Ho Alelos (n=7) He Ho Alelos (n=13) He Ho Alelos (n=8) He Ho
Esteio 2 0,41 0,22 2 0,49 0,57 10 0,85 0,38 14 0,52 0,17
JV 2 0,51 0,53 3 0,58 0,68 11 0,75 0,34 5 0,58 0,57
LE 7 0,78 0,72 5 0,75 0,62 8 0,77 0,57 3 0,58 0,75
MAP 4 0,71 0,35 5 0,62 0,42 10 0,84 0,35 16 0,51 0,28
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5.3 Analise interpopulacional

A tabela 8 representa a matriz construida pelo programa Arlequin 2.000,
utilizando o indice de fixagédo (Fsr), relativo as frequéncias dos alelos, para estimar

as distancias genéticas entre os pares das populagbes estudadas um a um.

Tabela 8: Estimativa das distédncias genéticas entre os pares das populagdes
utilizando Fsr.

Populacdes JV Esteio LE MAP
JV 0,00000
Esteio 0,03193 0,00000
LE 0,12833 0,13088 0,00000
MAP 0,19341 0,20198 0,19095 0,00000

34



A tabela 9 representa a matriz construida pelo programa Arlequin 2.000,
utilizando Rst (SLATKIN, 1995), relativo as frequéncias dos alelos, para estimar as

distancias genéticas entre os pares de populagdes uma a uma.

Tabela 9: Estimativa da distancia genética entre os pares das populag¢des utilizando
RST-

Populacbes JV Esteio LE MAP
JV 0,00000
Esteio 0,03299 0,00000
LE 0,14722 0,15059 0,00000
MAP 0,23979 0,25309 0,23602 0,00000
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6 DISCUSSAO

A presencga de um foco de transmissao da parasitose no RS deu “status” ao
Estado em possuir o foco mais meridional da América até o presente momento. A
esquistossomose possui sua distribuicdo nos tropicos, sendo considerada uma
doenca tropical. O RS possui um clima subtropical com estacbes bem definidas.
Entretanto, o parasito aqui se estabeleceu. Acredita-se que o grande fluxo rodoviario
associado com a presenca de industrias de grande porte nas redondezas do foco
inicial possa ser a maneira mais provavel da introdugcédo da esquistossomose no
estado (GRAEFF-TEIXEIRA et al., 2004).

Como relatado anteriormente, o isolado Esteio € proveniente de caramujos
naturalmente infectados e de fezes oriundas de dois pacientes. O isolado JV é de
apenas um paciente infectado.

Devido as criticas para com a maneira do isolamento do parasito da
natureza, realizaram-se medi¢des para determinar se ha diferenga morfolégica entre
os parasitos. O comprimento total do corpo de ambos os sexos apresentou
diferencgas significativas. O comprimento de cada lobo testicular também apresentou
diferenca. Os outros caracteres mensurados nao apresentaram diferengcas. Esses
dados parcialmente concordam com os descritos por MACHADO-SILVA et al. (1995)
onde cepas simpatricas mostram pequenas variagdes morfoldgicas. Muitas vezes,
essas pequenas diferengas significativas ndo vao além de um caractere estudado,
sendo variagdes intra-especificas.

Inimeros estudos morfolégicos dos vermes adultos sdo usados para
esclarecer questbes taxondémicas (SAMBON, 1907; PIRAJA DA SILVA, 1908),
detectar diferengas nos vermes recuperados de diferentes hospedeiros (KASTNER
et al.,, 1975; DIAS & PIEDRABUENA, 1980; MACHADO-SILVA et al., 1994; NEVES
et al., 1998) e de parasitas provenientes de diferentes cepas (MAGALHAES &
CARVALHO, 1973; PARAENSE & CORREA, 1981; MACHADO-SILVA et al., 1995).

Baseado nos estudos referidos foram feitas comparacbées com os dados
obtidos pela analise dos isolados gauchos.

Nos vermes machos de ambos os isolados, o comprimento total, o
comprimento e largura da ventosa oral, o comprimento e largura do acetabulo e a
distancia entre as ventosas apresentaram valores abaixo da média e desvio padrao

da bibliografia acima.
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Nos vermes fémeas houve diferengas dos isolados gauchos com relagao as
cepas estudadas. O isolado Esteio apresentou valores abaixo da média e desvio
padrdo nos seguintes caracteres: comprimento e largura da ventosa oral,
comprimento do acetabulo, comprimento do ovario e largura do ovo. O isolado JV,
nas seguintes caracteristicas: comprimento total do corpo, comprimento da ventosa
oral, disténcia entre ventosas, comprimento do ovario e comprimento do espinho.

Embora tais caracteristicas sejam menores que as relatadas em estudos
anteriores, a plasticidade fenotipica do S. mansoni parece ser a explicagdo para tais
variagbes (NEVES et al., 2004). Organismos que vivem em ambientes com
condigdes heterogéneas podem produzir diferentes fendtipos sob influéncia das
variadas condi¢des a que estdo submetidos (POULIN, 1996).

No foco de transmissdo de Esteio, o numero de ovos encontrados por
grama de fezes é muito baixo, em muitos casos inferiores a um ovo (GRAEFF-
TEIXEIRA et al., 2004). Curiosamente, em um estudo recente, realizou-se uma
possivel associacdo do tamanho do parasito com o numero de ovos nas fezes
(MARTINEZ et al., 2003).

Como os vermes dos isolados de Esteio se mostraram menores em
comprimento e a carga de ovos nas fezes € baixa, esse poderia ser um dos motivos
da baixa eliminagdo de ovos nas fezes por pacientes infectados em Esteio. Porém,
em focos de baixa intensidade de transmissdo o numero de vermes machos
encontrados € maior (D’ANDREA et al., 2000). Assim sendo, um estudo com um
casal de vermes poderia esclarecer se a redugao de tamanho dos vermes afeta a
oviposigao e a migragao para os locais de deposi¢gao dos ovos.

A analise, por microssatélites, dos isolados Esteio e JV, utilizando 4 loci,
apresentou 17 e 21 alelos, enquanto as cepas de laboratério, LE e MAP,
apresentaram 23 e 25 alelos, respectivamente. Nao foi possivel a determinacao do
tamanho de 4 alelos, 1 em cada isolado e 2 na cepa MAP devido a problemas
operacionais. Eles poderiam representar a repeticdo de um alelo existente ou um
novo alelo e para evitar qualquer problema eles foram ignorados na discusséo.

Entre os dois isolados de campo houve uma pequena diferenca nos alelos
encontrados. O isolado Esteio apresentou apenas um alelo que nao foi encontrado
no isolado JV enquanto esse isolado apresentou 5 alelos. A estimativa de distancia

genética (FsT) relativa ao numero de diferentes alelos foi de aproximadamente 3,2%.
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Ao analisarmos os loci SmBr5 e 6 verificamos a presenca de 4 alelos para
Esteio e 5 para JV, enquanto a cepa LE apresentou 12 alelos e a cepa MAP 9.
Esses loci estdo presentes em uma EST, porém ndo fazem parte da regiao
codificadora da proteina. Espera-se que em regides codificantes a presséo seletiva
seja maior (RODRIGUES et al., 2002a).

Com relagao aos outros dois loci 0 mesmo nao é observado. A presencga de
13 alelos para Esteio, 16 para JV, 11 para cepa LE e 16 para MAP esta de acordo
como previsto por KOKOSKA et al.,, 1998, onde em regides nédo codificantes as
pressdes genéticas sado reduzidas permitindo um aumento da variabilidade e da
informatividade da sequéncia repetitiva.

Em um estudo comparativo de populagbes de campo com cepas de
laboratério utilizando 7 loci para microssatélites, STOHLER e colaboradores (2004)
encontraram um maior numero de alelos em populagdes de campo do que em cepas
de laboratério, atribuiram ao efeito fundador e aos freqlientes gargalos de garrafa
(bottleneck, em inglés) populacionais durante a manutengcdo em laboratério o motivo
dessa deficiéncia de alelos. Porém, eles n&o calcularam a divergéncia genética das
populagdes pelos indices Fst € Rsr.

Fazendo uma comparagédo com o numero de alelos encontrados em nosso
estudo com o anterior, poderiamos supor que os isolados de campo analisados
estdo passando por um processo de efeito fundador devido ao baixo n° de alelos
encontrados. Entretanto, ndo podemos confirmar essa hipétese com os resultados
encontrados pois utilizamos outros loci para o nosso estudo.

Populagdes de laboratério e de campo do molusco hospedeiro do parasito
apresentaram pequena variabilidade genética quando analisado por SSR-PCR
(CAMPOS et al., 2002).

O indice de fixacao (Fst) pode ser usado entre pares de populagées como
uma estimativa da distancia genética entre eles. O marcador utilizado para esse
indice deve ter taxas de mutagdo baixas e a presenga de similaridade das
populagdes deve ser devido as migragdes. Porém, os microssatélites possuem altas
taxas de mutagdes havendo a possibilidade de surgir distorgbes em estimativas de
uma série de parametros genéticos. Por esse motivo, SLATKIN (1995) desenvolveu
um modelo estatistico, nomeado Rst, analogo ao Fsr, para o estudo de divergéncia
entre populagdes por ser adequado ao processo mais aceito atualmente de mutacao

dos microssatélites, modelo do passo unico (Stepwise mutation model - SMM).
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Segundo este modelo, alelos com tamanhos mais proximos séo considerados mais
similares do que alelos com tamanhos mais distantes.

As tabelas 8 e 9 apresentam os valores de Fst e Rst para as amostras
estudadas e verifica-se uma grande diferenciacdo entre as matrizes, com valores
superiores a 24%. Sugerido por WRIGHT (1978), os seguintes parametros
qualitativos servem para a interpretacdo da diferenciacao genética das amostras: 0-
0,05 pequena, 0,05-0,15 moderada, 0,15-0,25 grande, e >0,25 indica uma
diferenciagao genética muito grande.

RODRIGUES e colaboradores (2002a), utilizando esses mesmos
marcadores acima, compararam 10 isolados de campo do municipio de Dioniso-MG
onde a prevaléncia da esquistossomose € maior do que 16%. Eles notaram uma
pequena diversidade, ndo mais que 2,7% entre os isolados de campo, sugerindo um
alto fluxo génico na regiao.

Os valores encontrados para os 4 loci estudados demonstraram desvios ao
equilibrio de Hardy-Weinberg, indicando uma possivel deficiéncia de heterozigotos.
A recente introducdo dessa parasitose no RS pode ser o motivo desse encontro.
Acredita-se que o longo tempo de manutengao em laboratério, das cepas LE e MAP,
possa ser o motivo para esse achado.

Pelos microssatélites analisados n&o foi possivel fazer uma correlacdo da
resisténcia as drogas pela cepa MAP. A maioria dos alelos encontrados esta
presente em todas as amostras. Um estudo com outros loci poderia localizar a
regido gendmica dos parasitos dessa cepa que conferem essa resisténcia.

Os nossos dados possivelmente sugerem que as populagbes de
esquistossomos estudadas estdo passando por um processo de efeito fundador,
principalmente os isolados de Esteio. Outra alternativa poderia ser a pressao
seletiva sobre os loci estudados, impedindo eles de acumularem mutagdes no
decorrer das geragdes.

A divergéncia genética encontrada abre caminho para um estudo mais
amplo da populagédo do parasito do Estado. Um estudo com uma amostra maior de
vermes e/ou com um numero maior de loci de microssatélites possa apresentar
resultados diferentes dos aqui apresentados. Podendo, inclusive, esclarecer

questdes epidemiolégicas em um foco de ultra baixa endemicidade.
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7 CONCLUSAO

Em relagao aos resultados obtidos podemos chegar as seguintes conclusées:

Nao ha diferenga significativa entre os isolados Esteio e JV levando-se em
consideragao a maioria dos caracteres morfoldgicos analisados.

Nao ha diferenca notavel do Schistosoma mansoni do foco de transmissao de
Esteio com o conjunto de dados das cepas estudadas pela bibliografia.

As variagbes observadas em alguns caracteres podem ser atribuidas a
plasticidade fenotipica.

Ha& uma grande divergéncia genética entre as populagdes estudadas quando

comparados os isolados de campo com as cepas de laboratorio.
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APENDICE

Amostra do isolado Esteio

Project information:

NbSamples = 1
DataType = MICROSAT
GenotypicData = 1
GameticPhase = 1
RecessiveData = O

Deletion Weight

Transition Weight Weight
Tranversion Weight Weight
Epsilon Value

Significant digits for output
Use original haplotype definiti
Alllowed level of missing data

n
0.05

o i muni

Active Tasks:

Standard indices:

No. of steps in Markov chain
No. of Dememorisation Steps
Required precision on Probability = 0
Significance level 2
Test association at the Locus and Haplotype levels

100000
1000

ANALYSES AT THE INTRA-POPULATION LEVEL

Sample : Esteio

Standard diversity indices : (Esteio)

Reference: Nei, M., 1987.

No. of gene copies : 80
No. haplotypes 45
No. of loci 4
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No. of usable loci

No. of polymorphic sites :

Gene diversity

Allele Data base content:

Alleles for the

No. Freq.
1 0.2875
2 0.7125

Alleles for the

No. Freq.
1 0.4125
2 0.5875

Alleles for the

No. Freq.
.2750
.2125
.0375
.1250
.0875
.0625
.0250
.0875
.0750
.0125

OCO~NOUTAWNE
[eNeoNoNoNoNoNoNoNoNe]

10
Alleles for the

No. Freq.
1 0.6625
2 0.2500
3 0.0625
4 0.0250

locus O:

s.d.
0.0509
0.0509

locus 1:

s.d.
0.0554
0.0554

locus 2:

s.d.
.0502
.0460
.0214
.0372
.0318
.0272
.0176
.0318
.0296
.0125

[eNeoNoNoNoNoNoNoNoNe]

locus 3:

s.d.
0.0532
0.0487
0.0272
0.0176

4
0.9804 +/- 0.0056

Allele:
322
328

Allele:
256
259

Allele:
450
478
482
454
462
470
?
458
446
466

Allele:
158
146
152
161

(Esteio)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):
Forecasted chain length
Dememorization steps

Locus #Genot

0 40
1 40
2 39
3 40

Obs.Heter.

0.22500
0.57500
0.38462
0.17500

100000
1000

Exp.-Heter. P. value
0.41487 0.00544
0.49082 0.33520
0.85148 0.00000
0.52278 0.00000

56

s.d.
0.00022
0.00139
0.00000
0.00000

> 4 loci with less than 5.00 % missing data

Steps done
100172
100172
100172
100172



Exact test using a Markov chain (for all Haplotypes):

Forecasted chain length 100000

Dememorization steps 1000

Markov Chain test: P value : 0.01080 +/- 0.00009
done

Amostra do isolado JV

Project information:

NbSamples = 1
DataType = MICROSAT
GenotypicbData = 1
GameticPhase = 1
RecessiveData = O

Deletion Weight =1
Transition Weight Weight =1
Tranversion Weight Weight =1
Epsilon Value = le-07
Significant digits for output =5

Use original haplotype definition
Alllowed level of missing data = 0.05

Active Tasks:

Standard indices:

No. of steps in Markov chain = 100000
No. of Dememorisation Steps = 1000
Required precision on Probability = 0
Significance level =2

Test association at the Locus and Haplotype levels

(100172 steps

ANALYSES AT THE INTRA-POPULATION LEVEL

Sample : Jv
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v

Reference: Nei, M.,

No.
No.
No.
No.
No.
Gene diversity

haplotypes
of loci
of usable

of gene copies

loci
of polymorphic sites :

1987.

: 82

: 41
: 4
: 4 loci

Allele Data base content:

Alleles for the

No. Freq.
1 0.4146
2 0.5854

Alleles for the

No. Freq.

1 0.5000

2 0.4024

3 0.0976
Alleles for the
No. Freq.
-0366
-4146
.2073
.2073
.0244
.0244
.0244
.0122
.0122
.0122
.0244

POOWO~NOUTDWNE
[eNeoNoNoNoNoNoNoNooNal

e

Alleles for the

No. Freq.
.1829
.5976
.0732
.0244
.0976
.0244

OhwWNE
[eNeoNoNoNoNe)

locus O:

0
0

s.d.
.0547
.0547

locus 1:

0
0
0

s.d.
.0556
.0545
.0330

locus 2:

[eNeoNoNoNoNoloNoNooNal

s.d.
.0209
.0547
.0450
.0450
.0171
.0171
.0171
.0122
.0122
.0122
.0171

locus 3:

[eNeoNoNoNoNe)

s.d.
.0430
.0545
.0289
.0171
.0330
.0171

4

0.9425 +/-

Allele:
322
328

Allele:
256
259
262

Allele:
470
478
450
454
482
474
466
486
490
462
458

Allele:
152
158
146
?

161
155

with less than

0.0153
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v

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all
Forecasted chain length 100000
Dememorization steps 1000
Locus #Genot Obs.Heter. Exp.Heter.
0 41 0.53659 0.51551
1 41 0.68293 0.58567
2 41 0.34146 0.75821
3 40 0.57500 0.58291
Exact test using a Markov chain (for all
Forecasted chain length 100000
Dememorization steps 1000
Markov Chain test: P value : 0.02646 +/-
done
Amostra da cepa LE
Project information:
NbSamples = 1
DataType = MICROSAT
GenotypicbhData = 1
GameticPhase = 1
RecessiveData = O
Settings used for Calculations
General settings:
Deletion Weight =
Transition Weight Weight =
Tranversion Weight Weight =
Epsilon Value =
Significant digits for output =
Use original haplotype definition
Alllowed level of missing data =
Active Tasks:
Standard indices:
Hardy-Weinberg equilibrium test:
No. of steps in Markov chain
No. of Dememorisation Steps

Required precision on Probability
59

Loci):

P. value s.d. Steps done
0.74713 0.00138 100172
0.02405 0.00049 100172
0.00000 0.00000 100172
0.00000 0.00000 100172

Haplotypes):
0.00009 (100172 steps

1

1

1

le-07
5

0.05

= 100000

= 1000

0]



== ANALYSES AT THE

Significance level
Test association at the Locus and Haplotype levels

=2

INTRA-POPULATION LEVEL

LE

== Standard diversity indices : (LE)

Reference: Nei, M.,

No.
No.
No.
No.
No.

Gene diversity

of gene copies
haplotypes
of loci

of usable
of polymorphic sites :

loci

1987.

: 80

: 56
: 4
> 4 loci with less than 5.00 % missing data

Allele Data base content:

Alleles for the

No.

NoOo b WNE

Freq.
.2750
.2125
.0250
.2875
-1500
.0250
.0250

[eNeoNoNoNoNoNe]

Alleles for the

No.

abwNE

Freq.
0.4000
0.1625
0.2750
0.0875
0.0750

Alleles for the

No.

O~NO O WNPE

Freq.
-3125
.0375
.2000
.0125
.3125
.0375
-0625
.0250

[eNeoNoNeoNoNoNoNe]

locus O:

[eNeoNoNoNoNoNe]

s.d.
.0502
.0460
.0176
.0509
.0402
.0176
.0176

locus 1:

[eNeoNoNoNe)

s.d.
.0551
.0415
.0502
.0318
.0296

locus 2:

[eNoNoNoNoNoNoNe]

s.d.
.0521
.0214
.0450
.0125
.0521
.0214
.0272
.0176

4
0.9848 +/- 0.0059

Allele:
328
334
322
325
331
343
340

Allele:
256
262
259
265
253

Allele:
466
462
450
486
478
474
454
494
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Alleles for the locus 3:

No. Freq. s.d. Allele:
1 0.1000 0.0338 149
2 0.4000 0.0551 158
3 0.5000 0.0563 146

== Hardy-Weinberg equilibrium : (LE)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length 100000

Dememorization steps 1000

Locus #Genot Obs.Heter. Exp.Heter. P. value
0 40 0.72500 0.78291 0.00000
1 40 0.62500 0.75411 0.00059
2 40 0.57500 0.77532 0.00000
3 40 0.75000 0.58734 0.15067

Exact test using a Markov chain (for all Haplotypes):

Forecasted chain length 100000

Dememorization steps 1000

Markov Chain test: P value : 0.30845 +/- 0.00007

done

Amostra da cepa MAP

Project information:

NbSamples = 1
DataType = MICROSAT
GenotypichData = 1
GameticPhase = 1
RecessiveData = O

Deletion Weight

Transition Weight Weight
Tranversion Weight Weight
Epsilon Value

Significant digits for output
Use original haplotype definition
Alllowed level of missing data = 0.05

o
URRRR
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s.d. Steps done

0.00000 100172
0.00008 100172
0.00000 100172
0.00092 100172

(100172 steps



Active Tasks:

== ANALYSES AT THE

Standard

indices:

No. of steps in Markov chain
No. of Dememorisation Steps
Required precision on Probability
Significance level
Test association at the Locus and Haplotype levels

100000
1000

0

2

INTRA-POPULATION LEVEL

MAP

== Standard diversity indices : (MAP)

Reference: Nei, M., 1987.
of gene copies :

No.
No.
No.
No.
No.

haplotypes
of loci

of usable

loci

: 80

: 55
: 4

of polymorphic sites :
Gene diversity :

Allele Data base content:

Alleles for the

No.

A WN P

Freq.
0.3250
0.4000
0.2250
0.0500

Alleles for the

No.

abrwNPE

Freq.
0.5125
0.0500
0.0375
0.3500
0.0500

locus O:

s.d.
0.0527
0.0551
0.0470
0.0245

locus 1:

s.d.
.0562
.0245
.0214
.0537
.0245

eNoNoNoNe]

: 4 loci with less than 5.00 % missing data

4
0.9845 +/- 0.0054

Allele:
322
328
331
325

Allele:
259
256
268
262
271
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Alleles for the locus 2:

No. Freq. s.d. Allele:
1 0.1625 0.0415 482
2 0.1875 0.0439 454
3 0.0500 0.0245 486
4 0.2375 0.0479 450
5 0.2000 0.0450 458
6 0.0500 0.0245 446
7 0.0250 0.0176 478
8 0.0125 0.0125 466
9 0.0375 0.0214 470

10 0.0125 0.0125 462
11 0.0250 0.0176 7

Alleles for the locus 3:

No. Freq. s.d. Allele:

1 0.6625 0.0532 149
2 0.1375 0.0387 158
3 0.1000 0.0338 152
4 0.0500 0.0245 161
5 0.0125 0.0125 170
6 0.0125 0.0125 173
7 0.0250 0.0176 2

== Hardy-Weinberg equilibrium : (MAP)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length 100000

Dememorization steps 1000

Locus #Genot Obs.Heter. Exp.Heter. P. value s.d. Steps done
0 40 0.35000 0.71297 0.00000 0.00000 100172
1 40 0.42500 0.62880 0.00128 0.00011 100172
2 39 0.35897 0.84682 0.00000 0.00000 100172
3 39 0.28205 0.51382 0.00000 0.00000 100172

Exact test using a Markov chain (for all Haplotypes):

Forecasted chain length 100000

Dememorization steps 1000

Markov Chain test: P value : 0.00000 +/- 0.00000 (100172 steps

done
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Analise interpopulacional

1 Jv
2: Esteio
3: LE
4: MAP

Distance method: No. of different alleles (FST)
1 2 3 4
0.00000
0.03193 0.00000
0.12833 0.13088 0.00000
0.19341 0.20198 0.19095 0.00000

A WNPFP

1 Jv
2: Esteio
3: LE
4: MAP

1 2
0.00000
0.01546  0.00000
0.03361 0.01603 0.00000
0.03698 0.02301 0.01616 0.00000

Computing conventional F-Statistics from haplotype frequencies
4

A WNP
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1 Jv

2: Esteio

3: LE

4: MAP
Matrix of Slatkin linearized FSTs as t/M=FST/(1-FST)(M=N for haploid data,
M=2N for diploid data)

Reference: Slatkin, M., 1995.

1 2 3 4
1 0.00000
2 0.03299 0.00000
3 0.14722 0.15059 0.00000
4 0.23979 0.25309 0.23602 0.00000
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