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RESUMO

Wolbachia pipientis (Rickettsiales, Anaplasmataceae) €é uma bactéria
endossimbionte, obrigatoriamente intracelular, conhecida por manipular o sistema
reprodutivo de seus hospedeiros, por meio da inducdo de incompatibilidade
citoplasmatica, feminizacdo, partenogénese ou morte do macho, aumentando sua
frequéncia nas populacdes de seus hospedeiros. Embora seja classificada como uma
Unica espécie, o género e altamente diverso, sendo classificado em supergrupos.
Atualmente existem 13 supergrupos descritos, denominados alfabeticamente de Aa F e
de H a N, dado que o supergrupo G pode ser um recombinante dos supergrupos A e B.
Os supergrupos mais comumente encontrados em artrépodes sdo A e B. Sua
distribuicdo é pandémica. Estima-se que 40% das espécies de artropodes terrestres e
66% de todas as espécies de insetos estejam infectadas por Wolbachia. Este trabalho
teve como objetivo verificar a ocorréncia e identificar as linhagens de Wolbachia em
amostras populacionais da espécie cactofila Drosophila buzzatii, endémica da América
do Sul. A amplificacdo foi feita através da técnica de PCR padréo e utilizando primers
para 0 gene wsp, que codifica uma proteina de membrana de Wolbachia, especificos
para a identificacdo de linhagens do supergrupo B de Wolbachia. As amostras de DNA
foram extraidas de individuos machos de populacGes naturais de Drosophila buzzatii.
De 23 amostras analisadas, foram sequenciadas 6 amostras infectadas por Wolbachia,
denominados aqui como "isolados”, uma frequéncia de 26%, valor esperado de acordo
com dados da literatura, que preveem 20% de infeccdo utilizando PCR padrdo. Através
de analises estatisticas, foram obtidos trés hapl6tipos em Drosophila buzzatii, sendo que
dois deles sdo distintos entre si, apresentando cerca de 28% de diferenga na composi¢édo
de aminoéacidos. Um dos hapl6tipos é proveniente da Bahia (Brasil) e é semelhante a
linhagem wNo (Drosophila simulans), pertencente ao supergrupo B de Wolbachia. O
outro é composto por amostras provenientes de La Cruz (Argentina) e dos estados do
Rio Grande do Sul, S&o Paulo e Minas Gerais (Brasil) e é semelhante ao isolado
ALBO0O01 (Pseudacysta perseae), o qual ainda ndo descrito foi como membro de algum
supergrupo. Entretanto, a densidade de infeccdo encontrada é baixa, o que pode ter
varias explicacbes, como interferéncia do DNA do hospedeiro ou baixa densidade de
Wolbachia nos tecidos. Atraves de analises das relagdes fenéticas entre diversos grupos
de Wolbachia, foi observado que Drosophila buzzatii é hospedeira de linhagens de



Wolbachia que ndo sdo frequentemente observadas entre espécies do género
Drosophila, dado que a maioria das espécies do género estdo infectadas por linhagens
do supergrupo A. Existem muitas linhagens de Wolbachia em Drosophila que nédo se
agrupam em nenhum dos supergrupos mais comuns em artropodes (A e B), inclusive
um dos haplétipos (amostras da Argentina e Sul/Sudeste do Brasil) obtidos em
Drosophila buzzatii. E necessario um estudo acerca das relagdes filogenéticas entre

estas linhagens para saber se sdo recombinantes ou talvez um novo supergrupo.

Palavras-chave: Wolbachia, gene wsp, supergrupo B de Wolbachia, Drosophila

buzzatii, endossimbiose.



ABSTRACT

Wolbachia pipientis (Rickettsiales, Anaplasmataceae) is an obligate intracellular
endosymbiont bacteria known to manipulate the reproductive system of its hosts by
inducing cytoplasmic incompatibility, feminization, parthenogenesis or male killing,
increasing its frequency in the hosts population. Although it is classified as a single
species, the genus is highly diverse, being classified into supergroups. Currently there
are 13 supergroups described, called alphabetically from A to F and H to N, since the
supergroup G may be a recombinant of supergroups A and B. The most commonly
found supergroups in arthropods are A and B. Its distribution is estimated pandemic. It
was found that 40% of terrestrial arthropods species and 66% of all insects species are
infected by Wolbachia. This study aimed to assess the occurrence and identification of
Wolbachia strains in populations of the cactophylic species Drosophila buzzatii,
endemic to South America. The amplification was performed by standard PCR using
primers for wsp gene, which encodes a Wolbachia surface protein, for the identification
of strains specific to Wolbachia supergroup B. The DNA samples were extracted from
male individuals from natural populations of Drosophila buzzatii. Of 23 samples, 6
samples, were found infected by Wolbachia, here named as “isolates”, a frequency of
26%, expected according to the literature data, which predict 20% infection using
standard PCR. Through statistical analysis, three haplotypes were obtained in
Drosophila buzzatii, two of which are distinct from each other, with about 28%
difference in amino acid composition. One haplotype comes from Bahia (Brazil) and is
similar to the wNo strain (Drosophila simulans) belonging to Wolbachia supergroup B.
The other is composed of samples from La Cruz (Argentina) and the states of Rio
Grande do Sul, S&o Paulo and Minas Gerais (Brazil) and is similar to the isolate
ALBO001 (Pseudacysta perseae), which has not been described as a member of a
supergroup yet. However, the density of infection found is low, which may have many
explanations, such as interference of host DNA or Wolbachia low density in host tissue.
Through analyzes of fenetic relations between different groups of Wolbachia it has been
observed that Drosophila buzzatii is host for Wolbachia strains that are not often found
in species of the genus Drosophila, since most species of the genus are infected by
strains of supergroup A. There are many strains of Wolbachia in Drosophila that are not
grouped in any of the most common arthropods supergroups (A and B), including one



of the haplotypes (samples from Argentina and South / Southeast of Brazil) obtained in
Drosophila buzzatii. A study of the phylogenetic relationships between these strains is

required to determine whether they are recombinants or perhaps a new supergroup.

Keywords: Wolbachia, wsp gene, Wolbachia supergroup B, Drosophila

buzzatii, endosymbiosis.



LISTA DE SIMBOLOS

°C Graus Celsius

DNA Acido desoxirribonucleico

dNTPs Desoxirribonucleotidios fosfatados

G Grama

M Molar

MgCl, Cloreto de magnésio

mL Mililitro

Mm Milimetro

mM Milimolar

mtDNA Acido desoxirribonucleico mitochondrial
Ng Nanograma

n° NUmero

Pb Pares de bases

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

Rpm Rotagdes por minute

rRNA Acido ribonucleico ribossémico

pL Microlitro

pm Micrémetro

uv Ultra violeta

\Y/ Volts

Wsp Wolbachia Surface Protein (proteina de membrana de Wolbachia)
% Porcentagem

+ Controle positivo para infec¢do por Wolbachia

- Controle negativo da reacdo em cadeia da polimerase
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1. INTRODUCAO

1.1 Endossimbiose

O termo “simbiose” (do grego: syn = juntos e bios = vida), geralmente, é usado
para descrever associagdes benéficas entre microrganismos (“simbiontes”) e seus
hospedeiros. Uma defini¢do classica de simbiose é a relagdo entre “organismos
diferentes que vivem juntos”, proposta por De Bary, em 1878, e pode abarcar diversas
relacBes ecoldgicas, do mutualismo ao parasitismo. A definicdo moderna trata simbiose
como a associagdo entre dois organismos que se beneficiam mutuamente. O termo
“endossimbiose” (do grego: endo = interior e biosis = que vive), por sua vez, designa a
relacdo de um organismo que vive no interior do corpo ou da célula de outro organismo.
Deste modo, endossimbiontes sdo organismos que vivem nos tecidos ou no citoplasma
celular de seus hospedeiros em uma relacdo de simbiose (KUTSCHERA & NIKLAS,
2005).

A endossimbiose ¢ um fenémeno frequente na natureza e de grande importancia
na histdria evolutiva dos seres vivos, notadamente no que se refere a origem dos
eucariotos. De acordo com a Teoria da Endossimbiose, as organelas celulares
mitocondria e cloroplasto surgiram, de forma independente, a partir de uma bactéria
ancestral assimilada por outra bactéria que, posteriormente, teriam se tornado
endossimbiontes obrigatérios (MARGULIS, 1993; SMITH & SZATHMARY, 1995).
Estas organelas sdo semelhantes as bactérias tanto em sua ultraestrutura quanto em suas
sequéncias de DNA (O’BRIEN, 2003; KIM & ARCHIBALD, 2009; KUMAR,
MELLA-HERRERA & GOLDEN, 2010). Algumas evidéncias que corroboram essa
teoria sdo: aproximadamente 0 mesmo tamanho de um procarioto; membrana dupla,
sendo a membrana interna muito similar a de procariotos; presenca de DNA préprio,
circular como o de procariotos; divisdo independente da divisdo celular do eucarioto;
ribossomos proprios, similares aos de procariotos e ndo de eucariotos; subunidade gama
da enzima DNA polimerase Il muito semelhante ao Fator de Replicacdo C bacteriano e
genes relacionados tanto ao DNA eucariético quanto ao DNA de procariotos atuais
(KHANNA, 2010).
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Existem duas hipdteses para a origem das mitocéndrias. Na hipdtese de origem
endossimbidtica, as mitocondrias surgiram a partir de uma bactéria ancestral aerdbica,
pertencente a classe a-proteobacteria, que teria sido assimilada por outra bacteéria,
originando a protomitocéndria (KUTSCHERA & NIKLAS, 2005). A anélise gendmica
de mitocondrias e bactérias mostrou alta similaridade entre as sequéncias das
mitocdndrias analisadas e as familias de bactérias Anaplasmataceae e Rickettsiaceae,
indicando-as como grupos irmaos (WILLIAMS, SOBRAL & DICKERMAN, 2007). Na
hipdtese de origem autdgena, as mitocondrias teriam surgido por meio da divisdao do
DNA do nucleo de uma célula protoeucaridtica no momento de divergéncia entre
procarioto e eucarioto, separando uma porcdo desse DNA que ficaria envolto por
membranas, originando a organela (KUTSCHERA & NIKLAS, 2005). Ja que
mitocondrias possuem muitas semelhancas com procariotos, a teoria mais aceita
atualmente é a de origem endossimbidtica (MARTIN & MULLER, 2007). A relacio
simbidtica se desenvolveu por volta de 1,7 (EMELYANOV, 2001) ou 2 (FENG, CHO
& DOOLITTLE, 1997) bilhdes de anos atras.

Outro grande impacto dos estudos acerca da endossimbiose e da origem da
mitocondria foi a descoberta da “Eva Mitocondrial” (CANN, STONEKING &
WILSON, 1987). As mitocondrias, além de possuirem DNA proprio, sdo herdadas
através do citoplasma do ovo. Ao contrario do DNA nuclear que é proveniente tanto do
pai quanto da mée, todo o DNA mitocondrial (mtDNA) é herdado como uma Unica
unidade (hapl6tipo). Isso diminui as chances de recombinacdo genética, o que o torna
uma importante fonte de informacdo em estudos de genética de populagdes e biologia
evolutiva (CASTRO, PICORNEL & RAMON, 1998). Alem disso, as mitocondrias
paternas sdo destruidas durante os primeiros estagios da embriogénese através de um
mecanismo de reconhecimento de ubiquitina, garantindo a descendéncia matrilineal
(SUTOVSKY et al., 1999).

Com estudo do mtDNA (CANN, STONEKING & WILSON, 1987; TORRONI
et al., 2006), foi possivel tracar a origem da espécie humana, revelando que os humanos
atuais surgiram a partir de uma mulher que teria vivido cerca de 200.000 anos atras.
Esta mulher foi denominada “Eva Mitocondrial” (CANN, STONEKING & WILSON,
1987) e corroborou a teoria da Origem Recente Africana (GARRIGAN & HAMMER,
2006), em que humanos teriam surgido a partir de um unico grupo de Homo sapiens no

leste da Africa, entre 100 e 200 mil anos atréas, espalharam-se pelo resto do mundo e
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substituiram outros grupos, como os Homo neanderthalensis e Homo erectus. Apesar de
seu nome ser uma referéncia biblica, ela certamente ndo foi a Unica mulher viva na
época e ndo é possivel tracar 0 mtDNA de todos os humanos até ela, sendo mais
provavel que outras mulheres que tenham surgido nao deixaram descendentes ou seus

descendentes estdo relacionados a menores populagdes viventes (STONEKING, 2008).

J& os cloroplastos possuem membrana interna semelhante a de cianobactérias
(KEELING, 2004) e ocorrem em diversos grupos de eucariotos, indicando que estes
possivelmente surgiram mais de uma vez durante a evolugdo. Todos 0s eucariotos que
possuem cloroplastos possuem também mitocdndrias, mas 0 inverso ndo ocorre,
evidéncia para a hipotese de que os cloroplastos vieram depois (ARCHIBALD, 2009).
Além disso, alguns cloroplastos ndo possuem apenas duas membranas celulares, mas
trés ou até quatro e, em alguns casos, entre essas membranas extras é possivel encontrar
resquicios de nucleos eucariéticos (CHAAL & GREEN, 2005). Alguns grupos possuem

cloroplastos secundarios e até mesmo terciarios (KEELING, 2010).

Por isso a Teoria da Endossimbiose pode ser denominada também como
Endossimbiose Sequencial, por ter ocorrido através de dois passos. Primeiro, uma célula
procariotica teria assimilado outro procarioto (uma a-proteobacteria) gerando a
protomitocondria e culminando na origem da primeira célula eucariética (ou
“protoeucarioto”). Depois, esse protoeucarioto teria assimilado o procarioto (uma
cianobactéria) que viria a originar o protocloroplasto (KUTSCHERA & NIKLAS,
2005) (Figura 1).
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Figura 1. Neste modelo, o procarioto ancestral teria primeiro originado o ndcleo e o reticulo
endoplasmatico através da invaginagdo da membrana plasmética. Depois, este procarioto ancestral,
denominado “protoeucarioto”, teria assimilado um outro procarioto, o ancestral da mitocéndria, gerando o
eucarioto heterotrdfico ancestral. Por fim, a assimilacdo de um outro procarioto, uma cianobactéria, que
viria a se tornar o protocloroplasto e gerar o eucarioto autotréfico ancestral. Reproduzido e modificado de
Campbell & Reece (2009).

Cerca de um bilhdo de anos atras (MCFADDEN & VAN-DOOREN, 2004), uma
celula eucaridtica contendo mitocondrias teria assimilado uma cianobactéria ancestral, e
da mesma forma como a mitocdndria, teria escapado de vacuolos digestivos e se
reproduzido, processo denominado endossimbiose priméria. Posteriormente, muitos dos
genes da cianobactéria ancestral teriam sofrido delecdo ou transferidos ao nucleo do
hospedeiro eucarioto (transmissdo lateral), estabelecendo relacdo simbiotica obrigatdria
(NAKAYAMA & ARCHIBALD, 2012). Além disso, os genes transferidos do
endossimbionte para o hospedeiro podem ser expressos tanto no hospedeiro quanto em
sua prole. Acredita-se que a endossimbiose primaria tenha dado origem as trés
principais linhagens de cloroplastos, Glaucophyta, Chloroplastida e Rodophyceae
(BALL et al., 2011). Algumas dessas algas teriam sido assimiladas por outras algas,
num processo chamado endossimbiose secundéria e, por sua vez, teriam sido
assimiladas por outras algas, caracterizando endossimbiose terciaria (KEELING, 2004;
KIM & ARCHIBALD, 2009).
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Bacterias endossimbiontes sdo encontradas em abundancia entre invertebrados,
principalmente em artropodes (ZCHORI-FEIN & BOURTIS, 2011). Os
endossimbiontes mais comuns que infectam artrOpodes pertencem aos géneros
Arsenophonus, Cardinum, Spiroplasma e Wolbachia (DURON et al., 2008). Existem
casos em que h& mais de uma espécie de endossimbionte coexistindo no mesmo
organismo hospedeiro, como ocorre em Drosophila, podendo ser infectada
simultaneamente por Wolbachia e Spiroplasma, mesmo em populacdes naturais
(MONTENEGRO et al., 2005).

1.2 Wolbachia

Wolbachia (Figura 2) é uma bactéria endossimbionte conhecida por manipular o
sistema reprodutivo de seus hospedeiros, por meio de incompatibilidade citoplasmatica,
inducdo de feminizacdo, partenogénese e morte do macho, aumentando sua frequéncia
nas populacdes de seus hospedeiros. Foi descoberta em 1924 por Hertig e Wolbach
(HERTIG & WOLBACH, 1924), encontrada nos tecidos reprodutivos do mosquito
Culex pipiens, sendo posteriormente denominada Wolbachia pipientis (HERTIG, 1936).
O género é obrigatoriamente intracelular, pertencente a classe de bactérias gram-
negativas o-proteobacteria, ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae. Ja
Wolbachia persica foi originalmente denominada assim por semelhancas
ultraestruturais, mas apesar de possuir 0 mesmo nome do género, pertence a classe y-
proteobacteria (WEISBURG et al., 1989) e, portanto, é filogeneticamente distante de
Wolbachia pipientis.
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Figura 2. Micrografia eletronica de uma célula de Drosophila sp. contendo trés individuos do género

Wolbachia (circulos grandes delineados em branco). Reproduzido a partir de Wu et al. (2004).

As rickettsias mais proximas filogeneticamente (Figura 3) sdo as pertencentes
aos géneros Anaplasma (Anaplasmataceae) e Ehrlichia (Anaplasmataceae), seguidas
por Neorickettsia (Anaplasmataceae) e Rickettsia (Rickettsiaceae) (HOTOPP et al.,
2006). Estas possuem um ciclo de vida que geralmente envolve um invertebrado como
vetor e um mamifero como hospedeiro, embora algumas espécies sejam encontradas
apenas em invertebrados (WERREN et al., 1994). Ao contrario dos géneros
relacionados, Wolbachia ndo possui registro de infecgdo em vertebrados até 0 momento,
sendo encontrada em artrépodes (como as principais ordens de insetos, alguns
crustaceos e quelicerados) e nematoides filariais. Estima-se que 40% das espécies de
artropodes terrestres (ZUG & HAMMERSTEIN, 2012) e 66% de todas as espécies de
insetos estejam infectadas por Wolbachia (HILGENBOECKER et al., 2008).
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Figura 3. A) As relagoes filogenéticas da ordem Rickettsiales, mostrando a proximidade entre Wolbachia
e alguns outros géneros da familia Anaplasmataceae. B) Arvore filogenética ndo enraizada dos principais
supergrupos de Wolbachia. Também ilustra os padr6es dominantes de mutualismo ou parasitismo
reprodutivo entre 0s supergrupos. Para alguns supergrupos, o tipo de interacdo com Wolbachia ainda é
desconhecido. Os triangulos representam a diversidade de linhagens ja descritas para o supergrupo.
Circulos representam uma Gnica linhagem de Wolbachia. Reproduzido e modificado de Werren, Baldo &
Clark (2008).

Apesar de ser classificada como uma Unica espécie (Wolbachia pipientis), o
género é altamente diverso e é dividido em “supergrupos”, todos monofiléticos quando
comparados as outras Rickettsiales (HOTOPP et al., 2006; LO et al., 2007; WERREN,
BALDO & CLARK, 2008), sendo que cada um deles possui diversas linhagens. Ha 13
supergrupos descritos até 0 momento, classificados alfabeticamente de AaFedeHaN
(AUGUSTINOS et al., 2011). Os supergrupos A e B foram 0s primeiros a serem
descritos e sdo 0os mais comumente encontrados em artropodes (BREEUWER et al.,
1992; WERREN, WINDSOR & GUO, 1995; WERREN, ZHANG & GUO, 1995). Os
supergrupos C e D sdo restritos a nematoides filariais (BANDI et al., 1998). O
Supergrupo F foi encontrado em nematodas e alguns artropodes, como escorpides
(BALDO et al., 2007), esperancas (PANARAM & MARSHALL, 2007), cimideos
(SAKAMOTO, FEINSTEIN & RASGON, 2006), piolhos (COVACIN & BARKER,
2007), baratas (VAISHAMPAYAN et al., 2007), formigas-ledo (DUNN & STABB,
2005), cupins, carunchos e moscas parasitas da familia Hippoboscidae (CASIRAGHI,
M. et al., 2005; LO et al., 2002, ROS et al., 2009). O Supergrupo E foi encontrado
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somente em insetos colémbolos (TIMMERMANS et al., 2004) e H em um género de
cupins (BORDENSTEIN & ROSENGAUS, 2005).

J& o supergrupo G foi encontrado em aranhas (ROWLEY, RAVEN &
MCGRAW, 2004), mas sua validade ¢ discutida por ser considerado um recombinante
entre os supergrupos A e B (BALDO & WERREN, 2007). Além disso, quando
analisadas sequéncias do gene 16S rRNA, a robustez dos supergrupos E, F e H também
é questionada, dado sua diferenca de menos de 2% quando comparados ao supergrupo
A (AUGUSTINOS et al., 2011). Os outros supergrupos foram descritos mais
recentemente e em poucos grupos, como: supergrupo | foi encontrado em Onchocerca
gibsoni e O. ochengi, J em Dipetalonema gracile, K em Bryobia sp., L em Radopholus
similis, M em Tuberolachnus salignu e algumas espécies de Cinara sp., € N em algumas
espécies de Toxoptera sp. (AUGUSTINOS et al., 2011; BING et al., 2014).

Por convencdo, qualquer sequéncia nucleotidica obtida a partir da amplificacéo
de genes de Wolbachia ¢ chamada de “isolado”, desta forma, isolados distintos podem
pertencer a mesma linhagem de Wolbachia. Foram encontrados outros diversos isolados
na literatura, mas mais dados e analises s&o necessarios para inclui-los em alguma
linhagem ja& descrita ou descrevé-los como uma linhagem nova (TENOVER et al.,
1995).

A distribuicdo geografica deste organismo, que € um dos endossimbiontes mais
abundantes atualmente, é ampla, podendo ser considerada pandémica (WERREN &
WINDSOR, 2000; WERREN, BALDO & CLARK, 2008), dado que 0 género
Wolbachia infecta diversos taxons que ocorrem em muitas localidades do mundo e,
portanto, sua area de ocorréncia é equivalente a area de ocorréncia de seus diversos

hospedeiros.

Ja foi descrito na literatura a infeccdo de mais de uma linhagem de Wolbachia
no mesmo hospedeiro, como ocorre em Drosophila simulans que pode ser infectada,
simultaneamente, com as linhagens wHa do supergrupo A e wMa do supergrupo B
(JAMES et al., 2002). Existem ainda outros estudos com Wolbachia acerca de sua
interacdo com outros organismos no mesmo hospedeiro e tém demonstrado que este
endossimbionte limita os niveis de infecgdo de alguns tipos de virus, como a dengue
(WERREN BALDO & CLARK, 2008; MOREIRA et al.,, 2009). Nos casos de

mutualismo, foi demonstrado que o tratamento com antibidticos faz com que a morte
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dessa bactéria culmine na morte também de seu hospedeiro (BOURTZIS, 2008).
Contudo, é preciso ter precaucdo quando se fala no uso de um organismo como controle
bioldgico, pois muito ainda deve ser estudado acerca das relagbes evolutivas e

interacdes ecoldgicas entre a Wolbachia e estes organismos.

Os mecanismos de transmissao deste endossimbionte podem ser por transmisséo
vertical e horizontal. A Wolbachia também pode transferir fragmentos de seu préprio
DNA para o DNA do hospedeiro via transmissao lateral de genes (Figura 4) (HOTOPP
et al., 2007). Além disso, relagbes muito mais complexas de transmissdo lateral de
genes sdo associadas entre Wolbachia e elementos transponiveis de Drosophila sp. e
também troca de genes via bacteri6fagos (WO) deste endossimbionte (LORETO,
CARARETO & CAPY, 2008).
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Figura 4. Esquema de como pode ocorrer a transmissdo lateral de genes de Wolbachia para seu
hospedeiro Drosophila ananassae. Quase todo o genoma de Wolbachia (verde) é transferido para o
segundo cromossomo de D. ananassae (azul). Na sequéncia, os elementos transponiveis (ETs) de D.
ananassae se inserem entre os genes de Wolbachia. Pelo menos 28 genes de Wolbachia sdo transcritos a
partir do genoma de D. ananassae, embora sua significAncia funcional seja ainda desconhecida.
Reproduzido de Werren, Baldo & Clark (2008).
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O meio de transmissdo vertical € o mais bem estudado até o momento. A
Wolbachia é passada através do citoplasma do ovo e, apés a fecundacdo, estes
endossimbiontes se ligam aos microtdbulos (Figura 5) durante as divisdes celulares,
segregando-se simultaneamente com o0s cromossomos do hospedeiro. Deste modo,
Wolbachia infecta todas as células de seus organismos hospedeiros, embora somente
aquelas presentes nas células germinativas sejam transmitidas a préxima geracdo. Em
hospedeiros adultos, € mais comum encontrar este endossimbionte nos tecidos
reprodutivos, sendo possivel que a Wolbachia possua mecanismos eficientes para
encontrar as células germinativas durante o desenvolvimento embrionario do hospedeiro
(LANDMANN et al., 2014). Acredita-se que a transmissdo vertical tende a selecionar
organismos que vivem em mutualismo, e muito se especula também que, devido a este
fator, a transmissdo vertical tende a levar a coevolugdo (LANDMANN et al., 2014), ja
que um organismo depende do outro (ZUG & HAMMERSTEIN, 2014).

Figura 5. Micrografia fluorescente mostrando as bactérias Wolbachia (vermelho) associadas aos
microttbulos (verde) de quatro fusos mitéticos no sincicio de um embrido de Drosophila. Os grumos de
bactérias nos polos dos fusos irdo segrega-se junto aos cromossomos (ndo visiveis no equador do fuso).
Reproduzido de Alberts, Bray, & Lewis (2009).
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Entretanto, quando analisadas as sequéncias do gene 16S rRNA, a divergéncia
entre linhagens de Wolbachia encontradas em grupos filogeneticamente distantes de
artropodes é baixa (1-2%), o que indica que essa bactéria possui também mecanismo de
transmissao horizontal (O’NEILL et al., 1992), ou seja, por transmissdo interespecifica
via infeccdo. De acordo com dados da literatura, a transmisséo horizontal tende a
selecionar organismos parasitas (ZUG & HAMMERSTEIN, 2014). Este meio de
transmissdo ainda estd em estudo e ndo ha muitos dados disponiveis até 0 momento.
Uma das provaveis explicacfes é que a transmissdo se dé via insetos endoparasitas, nos
quais a Wolbachia presente no hospedeiro pode ser assimilada no estagio imaturo do
inseto endoparasita. Para ser completa a transmissdo horizontal, ela ainda teria que
passar por transmissdo vertical e, durante esse processo, a Wolbachia pode ser
eliminada, pois para transmissdo vertical ela primeiro tem que se replicar e segregar em
sincronia com a o0ogénese, 0 que pode ndo ocorrer devido a incompatibilidade
citoplasmatica Wolbachia-hospedeiro, eliminando ou reduzindo o nivel de infec¢do
(HEATH et al., 1999).

1.3 InteracGes Wolbachia-hospedeiro e efeitos fenotipicos

H& pelo menos quatro efeitos fenotipicos causados pela interacdo da bactéria
endossimbionte Wolbachia com seu hospedeiro registrados até o momento, sendo:
incompatibilidade citoplasmatica (IC), partenogénese, feminizacdo e morte do macho
(Figura 6) (WERREN, BALDO & CLARK, 2008). Linhagens que causam mais de um
efeito fenotipico sdo chamadas de “multipotentes” (WERREN, BALDO & CLARK,
2008).
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Figura 6. llustragio mostrando os quatro fendtipos reprodutivos distintos em diversas ordens de
artrépodes, caudados por Wolbachia (topo). Feminizagdo resulta em individuos geneticamente machos
que se desenvolvem como fémeas (Hemipera, Isopoda e Lepidoptera). A inducdo de partenogénese
elimina machos na reprodugéo (Acari, Hymenoptera e Thysanoptera). A morte do macho elimina machos
infectados com a vantagem de sobrevivéncia das irmas fémeas (Coleoptera, Diptera, Lepidoptera e
Pseudoscorpiones). A incompatibilidade citoplasmatica evita que machos infectados tenham sucesso no
acasalamento com fémeas que ndo possuem o mesmo tipo de Wolbachia (Acari, Coleoptera, Diptera,
Hemiptera, Hymenoptera, Isopoda, Lepidoptera e Orthoptera). Na parte inferior esquerda, um corte
transversal de um nematoide filarial macho, Onchocerca ochengi, que contém Wolbachia (colorida
artificialmente em amarelo) em trés das quatro células do corddo lateral sincicial. A imagem na parte
inferior direita mostra Wolbachia (amarelo) nos ovéarios de uma fémea de Drosophila simulans.
Reproduzido e modificado de Werren, Baldo & Clark (2008).

Incompatibilidade citoplasmética (IC): é o fen6tipo induzido por Wolbachia
mais frequentemente observado e tém sido descrito em aracnideos, ispodes e algumas
ordens de insetos. Os espermatozoides de machos infectados por Wolbachia séo
incompativeis com o citoplasma do ovo de fémeas que ndo estdo infectadas pelo mesmo
tipo de Wolbachia (WERREN, BALDO & CLARK, 2008).

A IC compreende dois fatores distintos: a modificacdo induzida por Wolbachia

no espermatozoide durante a espermatogénese e o0 resgate dessa modificacdo no
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embrido infectado por esta mesma linhagem. Se o espermatozoide é modificado, mas a
Wolbachia apropriada ndo estd presente durante o desenvolvimento do embrido, o
desenvolvimento embrionario é interrompido (WERREN, 1997). Os mecanismos
moleculares envolvidos na IC ainda sdo desconhecidos (WERREN, BALDO &
CLARK, 2008).

Um dos efeitos da IC para o hospedeiro é o disturbio das mitoses embrionérias
iniciais, devido a interrupcdo do ciclo celular, levando a um desenvolvimento néao
sincronizado em que o pronucleo do macho se desenvolve mais lentamente em relagédo
ao da fémea (Figura 7) (LASSY & KARR, 1993; TRAM & SULLIVAN, 2002; REED
& WERREN, 1995). Além disso, diferentes linhagens de Wolbachia possuem diferentes
mecanismos de resgate da modificacdo induzida durante a espermatogénese (WERREN,
1997). Assim, o cruzamento entre diferentes linhagens pode levar a incompatibilidade
bidirecional, enquanto que o cruzamento entre macho infectado e fémea néo infectada
gera incompatibilidade unidirecional (WERREN, BALDO & CLARK, 2008).
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Figura 7. llustracdo das bases citolégicas da incompatibilidade citoplasmética. A coluna a esquerda
mostra um desenvolvimento embrionario normal em individuos néo infectados por Wolbachia. A coluna
do meio mostra a incompatibilidade citoplasmética, em que o macho estd infectado por um tipo de
Wolbachia diferente da fémea. Nesse caso, ha desenvolvimento embriondrio assincronico dos prondcleos
paterno (azul) e materno (rosa) na primeira divisdo mitdtica. A quebra do envoltério nuclear no prondcleo
paterno, assim como a condensagdo da cromatina, ocorre mais lentamente em relacdo ao prontcleo
materno. Na metéafase, os cromossomos paternos ainda ndo estdo completamente compactados. Na
anafase, os cromossomos paternos ndo segregam adequadamente. A coluna a direita mostra que a
sincronia do desenvolvimento embrionario é restaurada em um embrido infectado por Wolbachia.
Reproduzido e modificado de Werren, Baldo & Clark (2008).
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Um estudo aponta evidéncias de que o gendtipo do hospedeiro pode influenciar
o nivel e a forma de IC. Pelo menos uma linhagem de Wolbachia foi incapaz de resgatar
totalmente a modificacdo apos transferéncia para uma nova espécie hospedeira, evento
denominado “infecgao suicida” (ZABALOU et al., 2008).

Partenogénese: € menos frequente que a IC, sendo registrada apenas em
espécies que possuem desenvolvimento arrendtoco, em que os Ovulos partenogenéticos
originam individuos machos, como ocorre em acaros (WEEKS & BREEUWER, 2001),
hymendpteros (por exemplo, vespas) (STOUTHAMER, LUCK & HAMILTON, 1990)
e tripes (Thysanoptera) (ARAKAKI, MYIOSHI & NODA, 2001). Em vez de gerar
machos a partir de ovos ndo fecundados, a Wolbachia induz a geracdo de fémeas, as
quais, ao contréario dos machos, podem transmitir Wolbachia a prole. Assim como a IC,
a partenogénese induzida por Wolbachia interrompe o ciclo celular durante o
desenvolvimento embrionario, o que resulta em desenvolvimento diploide de 6vulos
ndo fertilizados (telitoquia) (WERREN, BALDO & CLARK, 2008).

Um exemplo ocorre na vespa Muscidifurax uniraptor, em que a primeira divisao
mitdtica se completa e fémeas diploides se formam a partir da fusdo dos nucleos de duas
células (GOTTLIEB et al.,, 2002). J& no acaro Bryobria praetiosa a partenogénese
parece ser funcionalmente apomitica, alterando a meiose de forma a gerar gametas
diploides (WEEKS & BREEUWER, 2001).

Feminizacdo: foi primeiro descrita em isOpodos e, mais recentemente, em
insetos, nos quais ocorre por diversos mecanismos. Em um estudo realizado com
espécies da ordem de isdpodos Oniscidea, foi observado que Wolbachia se prolifera nas
glandulas androgénicas, causando hipertrofia destas e inibindo sua fungédo
(VANDEKERCKHOVE et al., 2003). Em insetos, a feminizacdo ocorre em Eurema
hecabe (Lepidoptera) (HIROKI et al., 2002) e Zyginidia pulula (Hemiptera) (NEGRI et
al., 2008). O mecanismo exato pelo qual ocorre € incerto, mas sabe-se que em E. hecabe
a Wolbachia interfere com as vias de determinacéo sexual e continua agindo durante o
desenvolvimento até completa feminizacdo. A remocdo de Wolbachia durante o

desenvolvimento acarreta em desenvolvimento intersexual (NARITA et al., 2007).
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Morte do macho: j& foi descrita na literatura para as ordens de insetos
Coleoptera (FIALHO & STEVENS, 2000), Diptera (DYER & JAENIKE, 2004),
Lepidoptera (JIGGINS et al., 2001) e Pseudoscorpiones (ZEH, ZEH & BONILLA,
2005). Em cada um desses casos, a morte do macho ocorre ainda durante a
embriogénese, o que pode resultar em melhor nutricdo para a prole feminina

sobrevivente.

Em um estudo com Ostrinia scapulalis (Lepidoptera), foi observado que o
tratamento com o antibiodtico tetraciclina para eliminar a Wolbachia resultou no
nascimento de machos (KAGEYAMA et al., 2002). Em um estudo subsequente foi
observado que individuos geneticamente fémeas morrem durante o desenvolvimento
larval na auséncia de Wolbachia, enquanto que na presenca de Wolbachia, individuos
geneticamente machos sdo feminizados e morrem durante o desenvolvimento larval.
Desta forma, a morte do macho parece ocorrer por meio de feminizacdo letal
(KAGEYAMA et al., 2004).

Contudo, ainda é incerto o quanto Wolbachia pode interferir com a determinacéo
sexual de seus hospedeiros (WERREN, BALDO & CLARK, 2008). Ha evidéncias de
que a morte do macho pode atingir altas frequéncias em alguns casos, resultando em
mudancas nos sistemas de acasalamento a fim de acomodar a escassez de machos
(CHARLAT et al, 2007).

1.4 O “cluster” buzzatii e a espécie Drosophila buzzatii

O género Drosophila (Diptera, Drosophilidae) possui mais de 1700 espécies de
moscas que medem, em média, 3mm de comprimento e possuem coloracdo variada.
Devido ao enorme namero e diversidade de espécies, o género Drosophila é dividido
em diversas categorias taxondmicas inferiores, tais como subgéneros, grupos,
subgrupos, complexos e “clusters”. Um destes agrupamentos ¢ o Grupo Drosophila
repleta, que é uma das maiores radia¢cbes no continente americano dentro do género
Drosophila (OLIVEIRA et al., 2012). A maioria das espécies neste grupo é cactofilica,
utilizando tecidos de cactos em decomposicdo como recurso obrigatorio para

desenvolvimento de suas larvas (RUIZ & HEED, 1988). Entre essas, na América do
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Sul, uma radiag¢@o forma o “cluster” Drosophila buzzatii (MANFRIN & SENE, 2006).
Este “cluster” é composto por sete espécies cripticas: D. antonietae, D. borborema, D.
buzzatii, D. gouveai, D. koepferae, D. serido e D. seriema. Estas espécies sao
naturalmente endémicas do continente sulamericano, com excecdo de D. buzzatii,
introduzida em outros continentes por meio de uma de suas plantas hospedeiras, 0 cacto
Opuntia ficus-indica, o qual possui diversas finalidades para 0 homem (BARKER et al.,
1985). A associacdo Drosophila/cacto tem ao menos duas consequéncias: a primeira é
que a distribuicdo atual de suas populacdes € determinada pela ocorréncia de cactaceas,
0 que inclui os Dominios do Chaco e Caatinga e inUmeras populagdes, isoladas e
restritas em tamanhos, em diferentes dominios fitogeograficos. A segunda consequéncia
€ que hipoteses para processos demograficos historicos de diferenciacdo dentro do
“cluster” relacionam estes a expansdes e retragdes da vegetacdo aberta na América do
Sul devido a alteragdes paleoclimaticas, como aquelas ocorridas durante os periodos
glaciais (SENE, PEREIRA, & VILELA, 1982; MORAES et al., 2009; FRANCO &
MANFRIN, 2013).

As relagdes filogenéticas para o “cluster”, determinadas com base em inversoes
cromossémicas (RUIZ & WASSERMAN, 1993) e sequéncias de DNA mitocondrial e
nuclear (MANFRIN et al., 2001; FRANCO et al., 2006; FRANCO et al., 2010)
sugerem sua monofilia. Dentro do “cluster”, as espécies podem ser divididas em trés
linhagens filéticas: a primeira mais basal compreendendo as espécies D. buzzatii e D.
koepferae, a segunda formada pela espécie D. antonietae, e a terceira composta pelas
espécies D. seriema, D. serido, D. borborema e D. gouveai (MANFRIN et al., 2001;
FRANCO et al., 2006; FRANCO et al., 2010).

Trabalhos de isolamento reprodutivo realizados no “cluster” D. buzzatii
mostraram que podemos observar desde acasalamentos ao acaso até isolamento
reprodutivo total, sendo que isso varia dependendo da espécie e até mesmo das
populacdes da mesma espécie em que 0s experimentos estdo sendo realizados (B1ZZO,
1983; WASSERMAN & RICHARDSON, 1987; MADI-RAVAZZI & BICUDO, 1992;
MADI-RAVAZZI, BICUDO & MANZATO, 1997; MACHADO et al., 2002).

As analises filogeograficas desenvolvidas para espécies deste grupo (DE BRITO
et al., 2002, 2002; MORALES, 2005; FRANCO, 2009; MORAES et al., 2009) tém

identificado, como principal evento que explica a distribuicéo atual das populagdes, a
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expansao de area de ocorréncia, muito provavelmente como consequéncia da associagao
com as cactaceas (MANFRIN & SENE, 2006).

A espécie D. buzzatii € mais basal dentro do cluster, possui a maior area de
distribuicdo geogréafica, com populacdes em toda a area conhecida de ocorréncia do
“cluster”, inclusive em simpatria com as demais espécies (MANFRIN & SENE, 2006).
Embora tenha uma ampla distribuicdo geogréafica, analises moleculares mostraram que a
espécie apresenta baixa diversidade nucleotidica e sugerem que populagdes desta
espécie possam ser divididas em dois grupos: as populacGes da Caatinga e todas as
demais, sugerindo fluxo génico como evento homogeneizador (SANTQOS, 2011). Estas
anélises também sugerem, para explicar a distribuicdo atual da variagdo genética nas
populacbes, que o evento mais antigo de expansdo € da Caatinga em direcdo aos outros
biomas. Analises morfologicas de asas e edeagos (apéndice da genitalia externa do
macho), considerando forma e tamanho, resultaram na divisdo das populacfes entre as
da Caatinga e dos outros biomas, concordando analises moleculares (SANTOS, 2009).
Por outro lado, considerando informagdes cromossémicas, as populagdes do Chaco sdo
altamente varidveis com relacéo a polimorfimos de inversdes e a hip6tese para explicar
estes dados € que diferentes arranjos cromossdmicos tenham sido favorecidos devido a
presenca de grande diversidade de cactos como recurso alimentar (FANARA &
HASSON, 2001)

Para as outras espécies do cluster, por outro lado, analises moleculares sugerem
existéncia de agrupamentos populacionais isolados, com espécies politipicas
(MANFRIN & SENE, 2006; SANTOS, 2011; FRANCO et al., 2010; FRANCO &
MANFRIN, 2013).
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1.5  Justificativa para o desenvolvimento do projeto.

A quantidade de informagdes existente para o “cluster” Drosophila buzzatti faz
com que este seja um modelo bioldgico interessante para explorar diferentes questdes
bioldgicas, pois existem para ele informacoes filogenéticas, descricdo de associacdes
ecologicas, areas de ocorréncia, informacdes sobre comportamento, datacGes para
eventos demograficos e outras. Assim, foi decidido avaliar a ocorréncia de Wolbachia
nas espécies e populacdes do “cluster” para acrescentar informagdes sobre a dindmica
evolutiva desta associagdo com endossimbionte na evolucdo de suas espécies, da mesma
forma que acrescentar informacdes sobre a dindmica evolutiva do endossimbionte. Para
o desenvolvimento deste projeto, foram analisadas amostras de populacGes da espécie
D. buzzatii por ser a mais basal, com ampla distribuicdo geogréfica e, também, por
apresentar facilidades técnicas para o desenvolvimento do trabalho.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos: verificar a ocorréncia e identificar as
linhagens da bactéria endossimbionte Wolbachia (Rickettsiales, Anaplasmataceae) em
amostras populacionais da espécie cactofila Drosophila buzzatii.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Para realizacdo deste trabalho, foram analisadas amostras de DNA, previamente
extraidas, de individuos machos coletados na natureza e representativos de populagdes
da espécie Drosophila buzzatii. Foram utilizados individuos coletados na natureza para
evitar viés da presenca do endossimbionte devido a contaminacdo no laboratorio.
Devido ao fato de serem espeécies cripticas, apenas os machos podem ser identificados
até o nivel de espécie por meio de analises da genitalia externa masculina (edeago)
(VILELA, 1983). O DNA foi extraido destes individuos machos, fixados em alcool,
com auxilio do conjunto de reagentes DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). Este
material estd armazenado em freezer no laboratorio de Genética Evolutiva do
Departamento de Biologia da FFCLRP — USP. Inicialmente, foi realizada uma
verificacdo da presenca do endossimbionte em todas as espécies do cluster Drosophila
buzzatii: D. antonietae, D. borborema, D. buzzatii, D. gouveai, D. koepterae, D. serido
e D. seriema. Como controle positivo, foram analisados DNA de linhagens das espécies
D. melanogaster e D. willistoni, sabidamente infectadas por linhagens do supergrupo A
de Wolbachia, cedidas gentilmente pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr.
Victor Hugo Valiati, da UNISINOS, RS.

Para analises populacionais, foi avaliada a presenca de Wolbachia em 22
individuos da espécie Drosophila buzzatii, provenientes de diferentes localidades ao

longo de sua distribuicdo (Tabela 1; Figura 8).
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Tabela 1. Localidades e coordenadas geogréficas das populagBes amostradas de

Drosophila buzzatii para identificagdo da ocorréncia do endossimbionte Wolbachia.

Amostra Localizagdo Estado/Pais  Latitude Longitude Dominio
01 - CRA9 La Cruz Argentina -32.307222 -64.491944 Chaco
02 - CRN16 La Cruz Argentina -32.307222 -64.491944 Chaco
03 - CRUZ6 La Cruz Argentina -32.307222 -64.491944 Chaco
04 - H99.2 Sengés PR/Brasil -24.083333  -49.483333 M. A*
05 -J20.3 Nova Ponte MG/Brasil -19.133333  -47.683333 Cerrado
06 - J21.1 Sertdozinho SP/Brasil -21.150000 -47.966667 Cerrado
07 -J27.3 Santiago RS/Brasil -29.183333  -54.833333 Pampas
08 - J66.1 Furnas MG/Brasil -20.616667 -46.250000 Cerrado
09 -J785 Ibotirama BA/Brasil -12.266667 -43.066667 Caatinga
10-J92.1 Milagres BA/Brasil -12.850000 -39.883333 Caatinga
11-J93.9 Manoel Vitorino BA/Brasil -14.133333  -40.233333 Caatinga
12 - N08.1 Praia Joaquina SC/Brasil -27.628790 -48.448849 M. A*
13- N11.2 Ilha S. Francisco SC/Brasil -26.333384  -48.583217 M. A*
14 - N36.5 Petrolina PE/Brasil -9.108528  -40.647028 Caatinga
15-N37.1 Morro Torre BA/Brasil -9.936749  -40.263138 Caatinga
16 - N41.2 Morro do Chapéu BA/Brasil -11.548889 -41.168889 Caatinga
17 - N43.1 Irecé BA/Brasil -11.333333  -41.783333 Caatinga
18 - N44.5 Xique-Xique BA/Brasil -10.866667 -42.716667 Caatinga
19 - N47.6 Juazeiro BA/Brasil -9.416667  -40.500000 Caatinga
20 - N57.4 P. Pedra Elefante MG/Brasil -19.291277  -43.559444 Cerrado
21 - N58.4 Trilha do Riacho MG/Brasil -19.290278 -43.590972 Cerrado
22- SALVA.4  Salvador BA/Brasil -12.950000 -38.450000 M. A.*

*M. A.: Mata Atlantica.
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Figura 8. Mapa da América do Sul indicando as localidades de populagdes amostradas da espécie
Drosophila buzzatii. Circulos azuis= amostras em que ndo foi possivel detectar infeccdo por Wolbachia;
estrela ciano (8)= amostra cujo resultado do sequenciamento foi inconclusivo; estrelas vermelhas (2, 6, 7,

9 e 21)= amostras em que foram detectadas a presenca de Wolbachia.

3.2 Isolamento e amplificacdo do gene wsp

A avaliagéo da presenca do endossimbionte Wolbachia foi realizada por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do gene wsp, um gene especifico deste
endossimbionte, que codifica a proteina de membrana Wolbachia Surface Protein, e
devido a taxas evolutivas maiores é considerado informativo para identificacdo de
linhagens desta bactéria (ZHOU, ROUSSET & O’NEILL, 1998).

Os primers utilizados para amplificacdo do gene wsp na verificagdo das especies
do “cluster” Drosophila buzzatii foram: 81F (5° TGG TCC AAT AAG TGA AGA
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AAC) e 691R (5 AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA) (ZHOU, ROUSSET &
O’NEILL, 1998). Estes primers, geralmente, séo utilizados na identificacdo de todas as
linhagens de Wolbachia, resultando em fragmentos de DNA de 590 a 632 pares de
bases (ZHOU, ROUSSET & O’NEILL, 1998).

Os primers utilizados para amplificacdo do gene wsp na espécie Drosophila
buzzatii foram: 81F (5> TGG TCC AAT AAG TGA AGA AAC) e 522R (5 ACC AGC
TTT TGC TTG ATA) (ZHOU, ROUSSET & O’NEILL, 1998). Estes primers,
geralmente, sdo utilizados na identificacdo de linhagens do supergrupo B de Wolbachia,
resultando em fragmentos de DNA de cerca de 442 pares de bases (ZHOU, ROUSSET
& O’NEILL, 1998).

As PCRs foram realizadas nas condi¢des descritas a seguir, tanto para a
verificagdo no “cluster”, quanto na espécie Drosophila buzzatii, substituindo apenas o
primer 522R por 691R quando foi feita a analise no “cluster". Inicialmente, em tubos de
microcentrifugas, foram adicionados 5 uL de DNA de cada amostra a ser avaliada. Em
seguida foram adicionados 4 pL de tampdo 5x colorless Go Tagq® Flexi Buffer
(Promega), 2 uL de MgCl, mM (Promega), 2,5 uL de mix de dNTPs 2mM (Fermentas),
0,5 uL de primer 81F 20mM, 0,5 pL de primer 522R 20mM, 0,2 uL de tag DNA
polimerase 5U/uL GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega), 5,3 pL de agua ultrapura,
totalizando um volume final de 20 pL para cada reacdo. Para isto, foi feita uma solucéo,
ou “mix”, dos reagentes da PCR, sem o DNA, multiplicando os valores de uma reagao
pelo nimero de reagBes. Posteriormente, 15 pL de mix desses reagentes foi adicionado

a cada tubo de microcentrifuga com o DNA previamente adicionado.

Como controle negativo da PCR, foi preparado um tubo com todos os reagentes,
exceto DNA, com o objetivo de detectar uma possivel contaminacdo dos reagentes. Para
o controle positivo de infeccdo foi utilizada uma amostra de D. buzzatii, N58-2,
proveniente da mesma localidade da amostra N58-4 (Tabela 1; Figura 8), devido a
deteccdo de uma infeccdo mais forte por Wolbachia quando comparada aos demais
individuos analisados nos testes iniciais com amostras das espécies do “cluster” D.
buzzatii. A amostra foi sequenciada e analisada, passando a ser utilizada como controle
positivo para infeccdes por linhagens do supergrupo B de Wolbachia. Todos estes

procedimentos foram realizados com os tubos em gelo.
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Para a PCR, inicialmente, as condi¢des da rea¢do foram definidas de acordo com
Zhou et al. (1998). Entretanto, as bandas de DNA, quando presentes, apresentavam
baixa intensidade em sua coloracdo, indicando baixa amplificacdo dos fragmentos de
DNA. Assim, optamos por um processo de otimizacdo da PCR, alterando e testando
diversas variaveis (concentracdo de reagentes, numero de ciclos e temperatura). Deste
modo, as condic¢des iniciais foram mantidas, exceto pelo nimero de ciclos, que foi
alterado de 35 para 40. Este procedimento se mostrou eficiente para melhora na
intensidade das bandas de DNA. Sendo assim, as condi¢Ges da PCR utilizadas neste
trabalho foram: 1 ciclo inicial de 2 minutos a 95°C, 40 ciclos de 1 minuto a 94°C
(desnaturacdo do DNA), 1 minuto a 55°C (anelamento de primers) e 1 minuto a 72°C

(extensdo) e, por fim, um ciclo de 5 minutos a 72°C.

3.3 Eletroforese em gel de agarose

Para verificacdo da PCR, foi preparado um gel de agarose 1%, utilizando 1g de
agarose, 100 mL de TBE 1x (Tris-base 0,89M; Acido Bérico 0,89M; EDTA 20mM) e
10 pL de SYBR® Safe DNA gel stain (Life Technologies).

Na aplica¢do das amostras, foi utilizado um tampao de amostra (“bluejuice”),
contendo reagente de alta densidade, o qual assegura que os fragmentos de DNA da
amostra se depositem no fundo do poco do gel por acdo gravitacional, e um corante com
velocidade de migracdo conhecida e proxima da velocidade de migracdo dos fragmentos
de DNA, o qual facilita a aplicacdo das amostras e 0 monitoramento destas durante a

corrida na matriz do gel, do polo negativo em direcdo ao polo positivo.

Na cuba de eletroforese foi utilizado tampdo TBE 1x e foi pipetado no gel de
agarose 4 pL de uma mistura de 2,5 pL do produto da PCR de cada amostra e 2,5 pL de
tamp&o de amostra por poco. O 0,5 pL excedente de produto da PCR e de tampé&o de
amostra foram utilizados para padronizar o volume para 4 pL por pogo, dado que uma
parte do volume poderia se perder por evaporacdo do liquido, devido ao tempo

necessario para pipetar todas as amostras.
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Além das amostras, também foi utilizado o marcador de massa molecular de
DNA Low DNA Mass Ladder Invitrogen® para conferir os pesos das bandas obtidas,
caso presentes. Foi utilizada uma mistura de 2 pL de marcador e 2 pL de tampao de

amostra por pogo.

A eletroforese foi realizada em 100V, por aproximadamente 1 hora. O DNA no

gel foi visualizado por meio da exposicdo a luz UV em um transiluminador.

3.4 Purificacdo do DNA amplificado

A purificacdo do DNA amplificado foi feita com o conjunto de reagentes GFX
PCR and gel band purification kit (GE Healthcare), seguindo as instrucbes do
fabricante. Nas reagdes em que foram observadas mais de uma banda, foi preparado um
outro gel de agarose 1% (t6pico 3.3) a fim de cortar e separar as bandas em tubos de 1,5
mL diferentes, com a ajuda de um estilete esterilizado em alcool e fogo a cada amostra.
Ao material retirado dos géis, foram adicionados 500 pL de Capture buffer type 3 a
cada tubo, que foi deixado em banho-maria a aproximadamente 60°C por cerca de 1

minuto, até a total dissolucdo da banda de agarose com o DNA.

Para a purificacdo do DNA, tubos de microcentrifuga de 1,5 mL foram
previamente identificados com o numero das amostras. Em cada tubo foram adicionados
17,5 pL do produto da PCR de cada amostra e, na sequéncia, foram adicionados 500 pL
de Capture buffer type 3. Esta mistura foi agitada em voértex e centrifugada brevemente.
Ap0s estes procedimentos, o liquido (produto da PCR e Capture buffer type 3) de cada
tubo foi transferido para tubos coletores, previamente identificados com os respectivos
naumeros de cada amostra, contendo uma coluna com membrana de filtracdo. Para que o
liquido atravessasse a membrana e 0 DNA ficasse aderido a ela, os tubos coletores com
as colunas foram centrifugados por 30 segundos a 14.000rpm. Apos este processo, 0S

tubos coletores foram descartados.

Para limpeza da membrana e purificagdo do DNA, foram adicionados 500 pL de
Wash buffer type 1 na coluna de cada tubo coletor. Os tubos foram entdo centrifugados

por 30 segundos a 14.000rpm, para passagem do liquido pela membrana. Apds este
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processo, as colunas foram removidas cuidadosamente de cada tubo coletor, tomando o
cuidado de ndo encostar a coluna no liquido (Wash buffer type 1 e residuos de reagentes
da PCR e Capture buffer type 3) e foram colocadas em novos tubos de microcentrifuga

de 1,5 mL, previamente identificados com o nimero de cada amostra.

Foram adicionados, entdo, a cada coluna, bem no centro de cada membrana, 10
pL de Elution buffer type 6, seguido de incubagdo por 1 minuto em temperatura
ambiente. Este procedimento tem como objetivo eluir o DNA fixado na membrana da
coluna. Logo apds, os tubos foram centrifugados a 14.000rpm por 1 minuto fazendo
com que o liquido (Elution buffer type 6) contendo o DNA atravessasse a membrana

para o fundo do tubo.

Por fim, as colunas foram descartadas e os tubos de 1,5 mL contendo o DNA
purificado foram armazenados em placa refrigeradora, para depois ser feita a
quantificacdo do DNA.

3.5 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento foi feito utilizando o servico de sequenciamento do Centro de
Recursos Bioldgicos e Biologia Gendémica — CREBIO, UNESP/FCAV, Jaboticabal — SP
e Laboratdrio de Biologia Molecular de Plantas da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto - USP.

Para o envio para o sequenciamento, 0 DNA purificado de cada amostra foi
quantificado com auxilio de NanoDrop ND-1000-V.3 (tépico 4.1). Foram feitas
diluicbes, quando necesséario, a fim de padronizar as amostras para a reacdo de
sequenciamento. Para o sequenciamento, foram utilizados os mesmos primers da PCR

(81F e 552R) para isolamento e amplificacdo do fragmento de DNA.
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3.6 Andlises nucleotidicas

A leitura dos cromatogramas, contendo as sequéncias nucleotidicas dos
fragmentos de DNA obtidos de cada amostra, foi feita utilizando os programas
“Chromas Lite” versdo 2.1.1 (Copyright© 1998-2012 Technelysium Pty Ltd). O
alinhamento das sequéncias foi realizado com o programa “ClustalW Multiple
alignment” (THOMPSON et al., 1994), implementado no programa “BioEdit Sequence
Alignment Editor” (Copyright© 1997-2013 Tom Hall) verséo 7.2.5 (HALL, 1999).

Quando necessério, as sequéncias foram inspecionadas manualmente.

Para identificacdo das sequéncias obtidas em relacdo as linhagens ja descritas
para Wolbachia, foi feita uma busca em bancos de dados. Para isso, com auxilio de
literatura, foi realizada buscas por sequéncias das diferentes linhagens ja descritas para
Wolbachia a partir do gene wsp, tanto no género Drosophila quanto em outros grupos
taxondmicos, no banco de dados NCBI GenBank®, com auxilio do algoritmo BLAST
(ALTSCHUL, 1990). Estas sequéncias foram entdo incorporadas ao trabalho e
alinhadas com o programa MUSCLE versédo 3.8.31 (EDGAR, 2004).

As distancias genéticas, para identificacdo das linhagens de Wolbachia obtidas
neste trabalho com as descritas na literatura, foram calculadas de acordo com o modelo
Kimura-2-parametros (KIMURA, 1980), que considera dois fatores: substituicoes
maltiplas que podem ocorrer em um determinado sitio da sequéncia e a razdo entre
transicoes e transversdes. Foi feito um “bootstrap” com 1000 réplicas e valores acima de
50%. A matriz de distancia resultante foi utilizada para construcdo de um dendograma
pelo método de “Neighbor-Joining”, ou “agrupamento de vizinhos”, (SAITOU & NEI,
1987), que permitiu a visualizacdo das relacGes fenéticas entre as sequéncias obtidas.
Este procedimento foi realizado com o programa MEGA versao 6.06 (TAMURA et al.,
2013).

Para uma avaliacdo das sequéncias de DNA obtidas neste trabalho, estas foram
alinhadas com a sequéncia nucleotidica do isolado ALB001 de Wolbachia (555 pb) em
Pseudacysta perseae (n° de acesso no banco de dados NCBI GenBank®: JN859608)
para determinar o inicio das trincas de base que codificam aminoéacidos. Com auxilio do
programa MEGA 6.06 (TAMURA et al., 2013), sequéncias de aminoacidos foram
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preditas a partir das sequéncias nucleotidicas das amostras de D. buzzatii, usando como
pardmetro o codigo de plastidio retirado do banco de dados NCBI GenBank® (n° de
acesso da proteina codificada pela sequéncia obtida do isolado ALB001: AFC98467;
codon de iniciacdo: 2; tabela de traducdo 11: codigo de plastidio). Posteriormente, foi
feita uma tabela comparativa das sequéncias de aminoécidos obtidas e as posi¢Ges de
mudanca de aminoacidos (Tabela 2), com o auxilio da tabela de nomenclatura de
aminoéacidos e peptidios IUPAC-1UB (1984), disponivel no banco de dados NCBI.

As andlises estatisticas das sequéncias obtidas foram feitas com o auxilio do
programa DnaSP: DNA Sequence Polymorphism v 5.1 (LIBRADO & ROZAS, 2009).
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4. RESULTADOS & DISCUSSAO

4.1 Amplificacdo do DNA

Para a verificacdo inicial da presenca do endossimbionte em todas as espécies do
“cluster” Drosophila buzzatii (D. antonietae, D. borborema, D. buzzatii, D. gouveai, D.
koepterae, D. serido e D. seriema), os resultados foram inconclusivos (Figura 9), dado
que o controle negativo da PCR apresentou bandas, indicando contaminacdo dos

reagentes. Sendo assim, estes dados ndo foram analisados.

M 1 2 N, 4" N6 T3 85010 <138 127 13014 '15°:{16 17

|1

Figura 9. Fotografia de gel de agarose 1%, com 3,5 segundos de tempo de exposi¢do, mostrando a
amplificacdo por PCR de segmentos de DNA do gene wsp de Wolbachia em amostras de DNA extraido
de espécies do “cluster” Drosophila buzzatii, usando os primers 81F e 691R. M= marcador de massa
molecular Low DNA Mass Ladder Invitrogen®, cujas bandas indicam, de cima para baixo, 2.000 pb,
1.200 pb, 800 pb, 400 pb, 200 pb e 100 pb, respectivamente. Pocos: 1 e 2= D. borborema (N70 e N68); 3
e 4= D. seriema (N45.12 e N40.1); 5 e 6= D. serido (R32.12 e R32.13); 7 e 8= D. gouveai (J78 € J67); 9 e
10= D. koepterae (B27 e B20); 11 e 12= D. buzzatii (N58.2 e N58.3); 13 e 14= D. antonietae (R63.2 e
J98.8); 15 e 16= controles positivos de infec¢do, D. melanogaster e D. willistoni, respectivamente; 17=

controle negativo da PCR.

O resultado desta amplificacdo (Figura 9) esta em desacordo com o esperado,
pois quando ha contaminacdo dos reagentes, todas as amostras apresentam as mesmas
bandas que o controle negativo. No entanto, ndo € o que ocorre, pois a amostra 5 (D.
serido - R32.12) ndo apresenta 0 mesmo padrdo de bandas que as demais. N&o €

possivel explicar, neste momento, o que ocorreu neste caso, é possivel que néo se trate
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de uma contaminacdo das solugdes estoque ou do mix de reagentes, e sim um erro

procedimental de manipulagdo das amostras.

Contudo, as amostras da espécie D. buzzatii apresentaram bandas muito
discrepantes das demais bandas geradas por contaminacdo (Figura 9: amostra 11=
N58.2 e 12= N58.3), com fragmentos de aproximadamente 600 pares de bases, sendo a
amostra 11= N58.2 tdo intensa quanto os controles positivos utilizados, indicando
infeccdo por Wolbachia.

Para a verificagdo da presenca de Wolbachia na espécie Drosophila buzzatii,
foram amplificados fragmentos de aproximadamente 400 pares de bases nas amostras
da espécie Drosophila buzzatii, indicando a presenca de Wolbachia. Para as analises
populacionais em Drosophila buzzatii, considerando as bandas de DNA e seus pesos
moleculares, as amostras viaveis selecionadas para analises posteriores foram: 2, 6, 7, 8,
9 e 21 (Tabela 1; Figura 10). As concentracdes do DNA destas amostras, apds
purificacdo (topico 3.4), foram as seguintes: 2= 5,1 ng/uL; 6= 6,2 ng/uL; 7= 13,8
ng/uL; 8= 5,3 ng/uL; 9= 5,0 ng/uL; 21= 11,9 ng/uL, += 31,8 ng/uL. Como estas
concentrag0es sdo consideradas suficientes, estas amostras foram enviadas para

sequenciamento.
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Figura 10. Fotografia de gel de agarose 1%, com 3,5 segundos de tempo de exposi¢cdo, mostrando a
amplificacdo por PCR de segmentos de DNA do gene wsp de Wolbachia em amostras de DNA extraido
de Drosophila buzzatii, usando os primers 81F e 522R. M= marcador de massa molecular Low DNA
Mass Ladder Invitrogen®, cujas bandas indicam, de cima para baixo, 2.000 pb, 1.200 pb, 800 pb, 400 pb,
200 pb e 100 pb, respectivamente; Pocos 1 a 22 = amostras de DNA de Drosophila buzzatii (Tabela 1); +

= controle positivo de infeccdo; - = controle negativo da PCR.

As bandas obtidas a partir da amostra 3 (Figura 10) séo relativamente muito
fracas e possuem tamanhos de fragmento fora do esperado para as linhagens B de
Wolbachia (cerca de 400 pares de bases), por isso ndo foram utilizadas para
sequenciamento. Além disso, é importante ressaltar que ndo é possivel afirmar que as
amostras nas quais ndo apareceram bandas ndo estdo infectadas por Wolbachia. Ja foi
relatado na literatura que a detec¢do de Wolbachia por PCR padréo pode gerar falso
negativo, possivelmente pela interferéncia do DNA do hospedeiro (JEYAPRAKASH &
HOY, 2000) ou pela baixa densidade deste endossimbionte nos tecidos (MILLER,
EHRMAN & SCHNEIDER, 2010).

Quanto as amostras sequenciadas (Figura 10: 2, 6, 7, 8, 9 e 21), as bandas
obtidas foram muito fracas. Este resultado pode indicar baixa densidade de infeccéo
que, devido a técnica utilizada, ndo permite continuar os procedimentos do trabalho para

identificacdo das eventuais linhagens de Wolbachia.
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Para a identificagdo de Wolbachia com maior precisdo, sd80 necessarios
experimentos com maior tamanho amostral e testes com outros métodos mais eficientes
de deteccdo. Dado que Wolbachia é encontrada principalmente nos tecidos reprodutivos
(DOBSON et al., 1999), a extracdo de genitalias pode melhorar os resultados de
amplificacdo. Além disso, existem métodos alternativos a PCR padrdo, alguns deles
mais sensiveis para a o diagndstico de infeccdo por Wolbachia (MULLER, 2013).
Experimentos como hibridacdo de membrana (Dot-blot) (BOURTZIS et al., 1996),
Long PCR (JEYAPRAKASH & HOY, 2000), Real-time PCR (SIMONCINI et al.,
2001), Southern blot (MILLER & RIEGLER, 2006), Nested PCR (SUN, CUI & LI,
2007), microscopia de imunofluorescéncia (CASPER-LINDLEY et al., 2011) e
gPCR/HRM (High Resolution Melting) (LEE et al., 2012) tém sido empregados no

diagnostico de infeccao.

Os primers escolhidos sdo muito especificos, pois amplificam somente linhagens
do supergrupo B, assim, este € um fator que limitou a deteccdo desta bactéria. Além das
técnicas e primers escolhidos, diversos fatores podem afetar a densidade de infeccéo por
Wolbachia (BERTICAT et al., 2002). Fatores ambientais, tais como temperatura, tipo
de alimentacdo ou densidade de criacdo (estoque) de insetos hospedeiros afetam a
densidade de Wolbachia no individuo hospedeiro e na transmissdo deste
endossimbionte para a prole (HOFFMANN, TURELLI & HARSHMAN, 1990;
SINKINS, BRAIG & O’NEILL, 1995). Considerando que neste trabalho cada amostra é
equivalente a extracdo de DNA de apenas um individuo, e que este individuo €
proveniente diretamente da natureza, esta poderia ser uma explicacdo para 0s baixos

niveis de infeccdo identificados através da amplificacdo de DNA.

Ademais, a baixa expressdo de incompatibilidade citoplasmatica pode diminuir a
densidade de infeccdo em machos (CLANCY & HOFFMANN, 1998; SINKINS,
BRAIG & O’NEILL, 1995; NODA et al., 2001). Dado que ndo foi realizado um estudo
de identificacdo das linhagens dos isolados de Wolbachia obtidos, ainda ndo é possivel
saber se estes podem induzir incompatibilidade citoplasmatica em D. buzzatti. Deste
modo, ainda néo € possivel saber quais implicaces a incompatibilidade citoplasmatica

poderia ter sobre a densidade destes endossimbiontes em D. buzzatti.
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4.2 Estatistica descritiva

Os resultados do sequenciamento foram inconclusivas para a amostra 8 [J66.1]
(Tabela 1; Figura 10), dado que o cromatograma ndo apresentou dados consistentes para
analise. Desta forma, as amostras de D. buzzatti analisadas foram 2 [CRN16], 6 [J21.1],
7 [J27.3], 9 [J78.5], 21 [N58.4] (Tabela 1; Figura 10) e o controle positivo + [N58.2]
(item 3.2). O alinhamento destas sequéncias é mostrado na Figura 11. Sendo assim, das
23 amostras analisadas (as 22 amostras e o0 controle positivo), foi encontrada uma
frequéncia de 26% de infecgdo por Wolbachia em Drosophila buzzatii utilizando o
método de PCR padréo, o que corrobora dados da literatura, visto que a frequéncia de
infeccdo na literatura para este método de amplificacdo é de cerca de 20% (WERREN,
WINDSOR & GUO, 1995; WERREN & WINDSOR, 2000).

Dentre as seis sequéncias de D. buzzatti, foram obtidas duas sequéncias
nucleotidicas distintas. A sequéncia da amostra J78.5 (Figura 11) é idéntica ao isolado
GD13101, descrita para o organismo Culex quinquefasciatus (n° de acesso GenBank:
KJ140129) e também a linhagem wNo de Drosophila simulans (n° de acesso GenBank:
AF020074), podendo ser descrita como pertencente ao supergrupo B. As sequéncias das
amostras CRN16, J21.1, J27.3, N58.2 e N58.4 (Figura 11) s&o mais semelhantes ao
isolado ALBOO1 identificada em Pseudacysta perseae (n° de acesso GenBank®:
JN859608). Porém, este isolado ainda néo foi classificado como linhagem nem inserido

oficialmente em algum supergrupo da espécie Wolbachia pipientis.
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[ 1 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 ]
[ 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 ]
#Drosophila buzzatii [N58.2] ACAAAAGTTG ATGGTATTAC AAATGCAAAA GATAAAGAAA AGGATAGTCC CTTAACAAGA TCTTTTATAG CTGGTGGTGG
#Drosophila buzzatii [CRNLG] . i it ittt it it ittt it ettt et e e e e
#Drosophila buzzatii [J27.3] i i e et e e e et et e eee e
#Drosophila buzzatil [N58.4] ..t ittt it tie et et eaee e eae e eeeaeaaaa e e
#Drosophila buzzatii [J21.1]  .......... ........ P
#Drosophila buzzatii [J78.5] ....G.A... .C..C...GA .T..AA.... .GA.CC...G TTC..GA... T....A.GC. ........ G. o, C
[ 111111112111 11111121117 11111111711 111111117171 1111111111 1111111111 ]
[ 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 ]
[ 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 ]
#Drosophila_buzzatii_[N58 .2] TGCATTTGGT TATAAAATGG ATGACATTAG AGTTGATGTT GAAGGGCTTT ACTCACAATT GGCTAAAGAT ACAGCT-GTA
#Drosophila buzzatii [CRNLG] ... i ittt ittt it ettt ittt e e e -
#Drosophila buzzatii [J27.3] .. e e e e e et e -
#Drosophila buzzatii [NS58.4] ... e e e e e e e -
#Drosophila buzzatii [J21.1]1 ... e e e e e e e -
#Drosophila buzzatii [J78.5]  .......... ..., C..T..Cov Guvvvnenn .GL LA e C. AAAC...A.C GAC.T.A..G

Figura 11. Alinhamento contendo seis sequéncias do gene wsp das linhagens de Wolbahia encontradas na espécie Drosophila buzzatii (Tabela 1). N58.2: MG/Brasil; CRN16:
La Cruz/Argentina; J27.3: RS/Brasil; N58.4: MG/Brasil; J21.1: SP/Brasil; J78.5: BA/Brasil.
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Foram sequenciados fragmentos com cerca de 315 pares de bases a partir do
gene wsp de Wolbachia presente nestas seis amostras de Drosophila buzzatii,
apresentando 56 sitios polimoérficos e 3 hapldtipos (ou “isolados”), sendo que um deles
é referente a sequéncia obtida a partir de J78.5 (BA/Brasil), o segundo foi obtido a partir
das amostras CRN16 (La Cruz/Argentina), J27.3 (RS/Brasil), N58.2 (MG/Brasil) e
N58.4 (MG/Brasil) e o terceiro haplétipo € referente a sequéncia de J21.1 (SP/Brasil). A
proporcéo de bases encontradas nas sequéncias foi em média: T = 31,1%, C= 14,2%,
A= 325% e G=22,2%. Neste trabalho, o terceiro haplétipo (obtido de J21.1) é
considerado uma varia¢do do segundo haplétipo, dado que ha apenas trés nucleotideos
diferentes em uma sequéncia de 315 nucleotidios (0,95% de diferenca). Para saber se
esta diferenca € real, j& que pode ser um erro de sequenciamento, um novo

sequenciamento deveria ser feito.

Para uma avaliacdo das sequéncias do gene wsp, estas foram traduzidas em
sequéncias de aminoacidos, que geraram duas proteinas distintas (Tabela 2) de 104
aminoacidos (Figura 12). Pode ser observado que, nesta regido especifica da proteina
codificada pelo gene wsp, ou seja, a regido utilizada para identificar linhagens do
supergrupo B de Wolbachia, houve variacdo de quase 28% (29 mudancas em uma
sequéncia de 104 aminoacidos) entre as duas sequéncias obtidas, indicando que elas sdo

significativamente distintas.
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[ 1 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 ]
[ 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 ]
#Drosophila buzzatii N58.2 TKVDGITNAK DKEKDSPLTR SFIAGGGAFG YKMDDIRVDV EGLYSQLAKD TA?S?IL?ET NVADSLTAFS
#Drosophila buzzatii CRNLG6 ... ... ittt ettt ettt et . S
#Drosophila buzzatii J27.3 ... i e i i e . S
#Drosophila buzzatii N58.4 ... i e e i i e e O
#Drosophila buzzatii J21.1  ...... A e e e e e e P02 0 e
#Drosophila buzzatii J78.5 .RI...EYK. GT.VHD..KA ..M...A... ... ittt i, N.N DVSGATFTP. T..N.VA...

[ 1 1111]

[ 1777777778 8888888889 9999999990 0000]

[ 1234567890 1234567890 1234567890 1234]

#Drosophila buzzatii N58.2 GLVNVYYDIA IEDMPITPYV GVGVGAAYIS NPSK

#Drosophila buzzatii CRNI6 . ......... iiiiiinin tinenenn..
#Drosophila buzzatii J27.3 ..., .. .00 ool AP
#Drosophila buzzatii N58.4 . ......... ..l i,
#Drosophila buzzatii J21.1  ...... = N
#Drosophila buzzatii J78.5  ..........0 ool L., 222227 22727

Figura 12. Alinhamento contendo seis sequéncias de aminoacidos preditos a partir das sequéncias de nucleotideos (Figura 11) das linhagens de Wolbahia encontradas na
espécie Drosophila buzzatii (Tabela 1). N58.2: MG/Brasil; CRN16: La Cruz/Argentina; J27.3: RS/Brasil; N58.4: MG/Brasil; J21.1: SP/Brasil; J78.5: BA/Brasil.
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4.3 Relacges fenéticas entre as sequéncias do gene wsp obtidas

Para identificar as sequéncias obtidas em supergrupos, foi realizada uma analise
de relagdes fenéticas usando sequéncias do gene wsp disponiveis no banco de dados
NCBI GenBank®, cujas linhagens ja foram previamente descritas na literatura como
representantes de um dado supergrupo. Foi incluso o isolado de Pseudacysta perseae,
pois era a sequéncia mais semelhante as amostras analisadas neste trabalho, com
excecdo da amostra J78.5. Além disso, todas as sequéncias distintas do gene wsp,
disponiveis até o momento, identificadas em Drosophila foram adicionadas a fim de
analisar a distribuicdo de Wolbachia em Drosophila. Os Unicos dados comparaveis
foram os obtidos para os supergrupos A, B, C, D, F e G, pois foram os unicos
representantes previamente descritos na literatura disponiveis com sequéncias do gene
wsp, 0s demais estudos acerca dos supergrupos utilizam outros genes, como o ftsZ e o
16S rRNA.

A figura 13 mostra as relacGes fenéticas, geradas com bootstrap superior a 50%
(1000 réplicas), para as sequéncias do gene wsp de Wolbachia (presente em amostras de
Drosophila buzzatii) obtidas neste trabalho e sequéncias do mesmo gene de outras
linhagens de Wolbachia obtidas da literatura. A figura mostra a presenca de duas
linhagens distintas em D. buzzatii. A sequéncia nucleotidica da amostra J78.5 em D.
buzzatii € agrupada com linhagens de Culex pipiens (n° de acesso GenBank®:
AF020061), D. pseudoananassae (n° de acesso GenBank®: DQ412108), D. mauritiana
(n° de acesso GenBank®: DQ235413), D. simulans (n° de acesso GenBank®:
AF020074 e AF020069) e Aedes albopictus (n° de acesso GenBank®: AF020059) do
supergrupo B. Ja as sequéncias nucleotidicas das amostras e CRN16, J21.1, J27.3,
N58.2 e N58.4 sdo agrupadas em outro grupo, isolado com Pseudacysta perseae (n° de
acesso GenBank®: JN859608).

A linhagem previamente descrita como pertencente ao supergrupo A escolhida
como parametro para as analises foi a wMel (D. melanogaster) (ELLEGAARD et al.,
2013) e formou um grupo coeso com o0s isolados e linhagens identificados nos
hospedeiros do género Drosophila: D. paulistorum, D. septentriosaltans, D. munda, D.
testacea, D. neotestacea, D. ambigua, D. equinoxialis, D. prosaltans, D. innubila, D.

recens, D. tristis, D. orientacea, D. borealis, D. teissieri, D. arawakana, D. willistoni e
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D. tropicalis. Este foi 0 maior agrupamento para o género, indicando que ha prevaléncia

das linhagens do supergrupo A em Drosophila.

Outro representante do supergrupo A escolhido foi a linhagem wRi (D.
simulans) (ELLEGAARD et al., 2013). Porém, esta agrupou com os isolados em D.
suzukii, D. ananassae e D. quadraria em um grupo separado do maior grupo do
supergrupo A por dois outros agrupamentos, um deles formado por D. takahashii, D.

pseudotakahashii e D. bifasciata e outro grupo formado por D. baimaii e D. relima.

O ultimo representante escolhido para o supergrupo A foi a linhagem wHa (D.
sechellia) (ELLEGAARD et al., 2013). Esta linhagem se agrupou com um suposto
representante do supergrupo G, encontrado em Dysdera erythrina (BALDO &
WERREN, 2007). Além disso, 0s outros dois representantes do suposto supergrupo G,
encontrados em Diaea circumlita e Poecilopachys australasiae (BALDO & WERREN,
2007), ficaram completamente isolados, o que confirma dados da literatura, que
excluem o supergrupo G por se tratar de um recombinante (BALDO & WERREN,
2007).

Os representantes escolhidos para o supergrupo B foram as linhagens wPip
(Culex pipiens), wNo (D. simulans) e wAIbB (Aedes albopictus) (ELLEGAARD et al.,
2013). Estes formaram um grupo coeso com as linhagens wMau (D. mauritiana), wMa
(D. simulans), wPana (D. pseudoananassae) e o isolado da amostra J78.5 de D. buzzatii.

Os representantes escolhidos para o supergrupo C foram os nematoides filariais
Ochocerca ochengi, O. gibsoni e Dirofilaria immitis (AUGUSTINOS et al., 2011). Para
o supergrupo D, foram escolhidos os nematoides filariais Wuchereria bancrofti e
Brugia malayi (AUGUSTINOS et al., 2011). E o supergrupo F foi composto por Cimex
lectularius (cimidio), Coptotermes lacteus e Coptotermes acinaciformis (cupins)
(SALUNKE et al., 2010). Os dados obtidos a partir do dendograma (Figura 13) sdo
congruentes com os dados da literatura, pois os representantes escolhidos se agruparam

em Seus respectivos supergrupos.
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KF289042.1| Drosophila paulistorum (wMel-like)
AY620214.1| Drosophila septentriosaltans (wSpt)
EU126452.1| Drosophila munda
EU126448.1| Drosophila testacea
EU126442.1| Drosophila neotestacea
AY567540.1| Drosophila ambigua (wAmb)
KF289041.1| Drosophila equinoxialis (wMel-like)
AY620208.1| Drosophila prosaltans (wPro)
AY552553.1| Drosophila innubila
AY154399.1| Drosophila recens
AY567541.1| Drosophila tristis (wTri)
EU126456.1| Drosophila orientacea
FJ415468.1| Drosophila borealis
EU395833.1| Drosophila melanogaster (wMel)
DQ412104 1| Drosophila teissieri (wSpt)
DQ412102.1| Drosophila arawakana (wSpt)
AY620218.1| Drosophila willistoni (wWVil)
KF289039.1| Drosophila tropicalis (wAu)
DQ412094.1| Drosophila takahashii (wTak)
DQ412093.1| Drosophila pseudotakahashii (wPse)
DQ842463.1| Drosophila bifasciata
DQ412091.1| Drosophila baimaii (wBai)
4&9: HM436813.1] Drosophila rellima
JX134954 1| Drosophila suzukii (72w)
DQ412096.1| Drosophila quadraria (wRi)
JQ518485.1| Drosophila ananassae
EU395834.1| Drosophila simulans (wRi)
10— AY620207.1| Drosophila fumipennis (wFum1)
L Dpa412092.1| Drosophila bicornuta (wBic)
] AJ276615.1| Dysdera erythrina ee— Supergrupo G
L AF020073.1| Drosophila sechellia (WHa) el Supergrupo A
AY486092_1| Diaea circumlita (wDiacirZ)—’ Supergrupo G

a7 AJ252179.1| Onchocerca ochengi
J‘E AJ262176.1| Onchocerca gison | Supergrupo C
AJ252062 1| Dirofilaria immitis

93— AJ252180.1| Wuchereria bancrofti
52 L AJ252061.1| Brugia malayi

DQ842459 1| Cimex lectularius
ﬁ AJ833930.1] Coptotermes lacteus Supergrupo F
98 AJ833931.1| Coptotermes acinaciformis

DQ412109.1| Drosophila nikananu (wNik)

 — JX134930.1| Drosophila nigrocirrus (42w)
gal— AY620217 1| Drosophila sturtevanti (wStv)
JX134928.1| Drosophila forficata (149w)
JX134927 1| Drosophila eurypeza (142w)
3 % I: JX134921.1| Drosophila dasycnemia (139w)

JX134931.1| Drosophila prodita (84w)

72

99

Supergrupo A

68

87

Supergrupo A

I Supergrupo D

57— JX134922.1| Drosophila kikkawai (277w)

[ | S JX134926.1| Drosophila apicipuncta (276w)

JX134929.1| Drosophila fundita (86w)

51 ———————— JX134925.1| Drosophila ancyla (87w)

JX134936.1| Drosophila tetraspilota (281w)

Drosophila buzzatii [N58-2]

Drosophila buzzatii [CRN16]

Drosophila buzzatii [N58-4]

JNB59608.1| Pseudacysta perseae

Drosophila buzzatii [J21-1]

Drosophila buzzatii [J27-3]

Drosophila buzzatii [J78-5]

AF020061.1| Culex pipiens (wPip)

DQ412108.1| Drosophila pseudoananassae (wPana)

% DQ235413.1| Drosophila mauritiana (wMau) Supergrupo B
AF020074.1| Drosophila simulans (wNo)

AF020059.1| Aedes albopictus (wAIbB)

AF020069.1| Drosophila simulans (wMa)

AY486098 1| Poecilopachys australasiae (WPoeaus) sl Supergrupo G

Figura 13. Dendograma gerado por “neighbor-joining” mostrando as relagdes fenéticas entre as sequéncias obtidas para o gene wsp
em isolados de Drosophila buzzatii e representantes dos supergrupos de Wolbachia, obtidos do NCBI GenBank®. Na lateral séo
representados 0s supergrupos aos quais as linhagens pertencem. Os nimeros na base de cada ramo representam os valores de
bootstrap maiores que 50% (1000 réplicas). As amostras estdo identificadas como: numero de acesso| espécie hospedeira
(linhagem). As amostras analisadas neste trabalho estdo identificadas como: Drosophila buzzatii [identificagdo da amostra].
Amostras que ndo foram identificadas em nenhum supergrupo néo foram classificadas na literatura.
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Diversos isolados em Drosophila ainda ndo descritos na literatura formaram
alguns grupos, entre eles um grande grupo a parte dos demais, no qual se insere o
agrupamento das amostras CRN16, J21.1, J27.3, N58.2 e N58.4 e Pseudacysta perseae.
Isto pode significar que estes isolados em CRN16, J21.1, J27.3, N58.2 e N58.4 e
Pseudacysta perseae pertencem a uma linhagem nova ou podem ser recombinantes. No
caso de ndo se tratar de recombinacdo, poderiam até mesmo tratar-se de um novo
supergrupo. Entretanto, as analises feitas neste trabalho ndo permitem inferir nada sobre
as relacOes filogenéticas entre estes isolados e mais estudos sdo necessarios a fim de

elucidar essas questoes.

Dado que no género Drosophila é mais comum encontrar linhagens do
supergrupo A de Wolbachia e seus recombinantes, sendo D. simulans, D.
pseudoananassae e D. mauritiana as Unicas excec¢fes que apresentam infeccdo por
linhagens do supergrupo B descritas até o momento (Figura 13), é um dado interessante
a se acrescentar na literatura que haja infeccdo por linhagens do supergrupo B em D.
buzzatii, pois isto amplia as possibilidades de pesquisas acerca das interacdes entre estes
organismos e os efeitos fenotipicos envolvidos no género Drosophila.

A partir das sequéncias de DNA obtidas para 0 gene wsp, foram preditas
proteinas com 104 aminoécidos. Foram geradas duas sequéncias de aminoacidos

distintas, com 29 aminoéacidos diferentes (Tabela 2).
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Tabela 2. Posicdes divergentes entre as sequéncias de aminodcidos obtidas a partir das
sequéncias nucleotidicas do gene wsp de Wolbachia em Drosophila buzzatii. Os ndmeros
indicam a posi¢do em que ocorreu a mudanca, a coluna de aminoécidos a esquerda se refere a

primeira sequéncia (J78.5) e a coluna & direita indica a segunda sequéncia obtida (CRN16,

J21.1,J27.3, N58.2 e N58.4).

Posicdo Aminoécidos

2 Arginina - Lisina

3 Isoleucina - Valina

7 Glutamato - Treonina
8 Tirosina - Asparagina
9 Lisina - Alanina
11 Glicina - Aspartato
12 Treonina - Lisina

14 Valina - Lisina

15 Histidina - Aspartato
16 Aspartato - Serina

19 Lisina - Treonina
20 Alanina - Arginina
23 Metionina - Isoleucina
27 Alanina - Glicina
48 Asparagina - Alanina
50 Asparagina - Aspartato
51 Aspartato - Treonina
52 Valina - Alanina
53 Serina > ?

54 Glicina - Serina

55 Alanina > ?

56 Treonina - Isoleucina
57 Fenilalanina = Leucina
58 Treonina > ?

59 Prolina - Glutamato
61 Treonina - Asparagina
64 Asparagina - Aspartato
66 Valina - Leucina
67 Alanina - Treonina
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A primeira sequéncia foi gerada a partir da amostra J78.5, que é idéntica a
linhagem previamente descrita como pertencente ao supergrupo B, como wNo de D.
simulans, sendo comparavel com dados da literatura. A segunda sequéncia de
aminoéacidos foi descrita a partir das amostras CRN16, J21.1, J27.3, N58.2 e N58.4, que
sdo idénticas a sequéncia de Pseudacysta perseae, exceto pela amostra J21.1, que possui
mudancas de aminoacidos nas posi¢des: 7, Treonina -> Alanina; 77, Tirosina -
Histidina; 100, Serina - Asparagina.

A sequéncia de amino&cido predita para o isolado J78.5 possui trés aminoacidos
a mais em comparacao as obtidas a partir do outros isolados de D.buzzatii, cujas lacunas
foram preenchidas pelo simbolo de interrogacdo “?”. Entretanto, a duas sequéncias
codificam a proteina de membrana wsp, de acordo com a literatura, o que significa ser

uma variagdo e nao uma proteina nao funcional.

Esta variacdo entre as linhagens é esperada, pois de acordo com o trabalho de
Zhou et al. (1998), a sequéncia do gene wsp é altamente varidvel e por isso pode ser
utilizada para a identificacdo de diferentes linhagens de Wolbachia. A comparacéo entre
as sequéncias do gene wsp amplificadas por PCR mostra uma divergéncia de 23% entre
0s grupos analisados, quase dez vezes maior do que a divergéncia encontrada nas
sequéncias do gene 16S rRNA de Wolbachia (ZHOU, ROUSSET & O’NEILL, 1998;
O’NEILL et al., 1992; ROUSSET, VAUTRIN & SOLIGNAC, 1992).
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5. CONCLUSAO

As principais conclusdes do trabalho sdo:

e Na espécie Drosophila buzzatii existem populagdes cujos individuos
estdo infectados com o endossimbionte Wolbachia, mas a densidade de
infeccdo encontrada é baixa;

e Drosophila buzzatti estd infectada por pelo menos dois isolados de
Wolbachia pertencentes ao supergrupo B, um deles € semelhante a
linhagem wNo e o outro semelhante ao isolado ALB0O01.

e As proteinas preditas a partir das sequéncias obtidas do gene wsp para
amostras de populacdes de Drosophila buzzatti sdo diferentes em termos
de composicao de aminoacidos.

e Drosophila buzzatii é hospedeira de linhagens de Wolbachia que néo séo
frequentemente observadas entre espécies do género Drosophila, dado
que muitas das espécies do género estdo infectadas por linhagens do
supergrupo A,

e Existem muitas linhagens de Wolbachia em Drosophila sp. que ndo se
agrupam em nenhum dos supergrupos mais comuns em artrépodes, A e
B, inclusive um dos isolados obtidos em Drosophila buzzatii. E
necessario um estudo acerca das relacGes filogenéticas entre estas
linhagens a fim de saber se sdo recombinantes ou talvez um novo

supergrupo.
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