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Resumo




Wolbachia € uma bactéria endossimbionte comumente encontrada nos
tecidos reprodutores de invertebrados, sendo herdada vertical e
horizontalmente. Esta bactéria é desencadeadora de inUimeras alteracdes
reprodutivas, dentre elas a incompatibilidade citoplasmética. Bactéria Wolbachia
apresenta oito diferentes tipos de genoma, identificados de A a H. Dentre os
hospedeiros da Wolbachia estéo as moscas-das-frutas do género Anastrepha,
que sdo um importante inseto-praga causador de inUmeras perdas na fruticultura
de varios paises na América. Neste estudo, foram utilizados os primers 16S
rDNA, ftsZ e wsp na deteccdo da Wolbachia e identificagdo do supergrupo em
trés populacdes de Anastrepha do complexo fraterculus, de diferentes regides
do estado de S&o Paulo. Em todas as amostras de moscas foi detectada a
presenca da Wolbachia do supergrupo A, através da utilizagdo dos primers 16S
rDNA e wsp, visto que o ftsZ apresentou baixa sensibilidade na deteccdo desta
bactéria em Anastrepha. Comparagbes das sequéncias do gene wsp dos 62
individuos no Genebank possibilitaram a identificagdo de duas linhagens de
Wolbachia, uma pertencente a Anastrepha sp. 2 (WAsp2B) e a outra ao nematoéide
Brugia pahangi (Bp-1-1001). Com isso, sugere-se a ocorréncia de transferéncia
horizontal da linhagem Bp-1-1001 em Anastrepha através das vespas parasitas de
dipteros. A partir de comparacdes entre as sequéncias geradas com o gene wsp,
observou-se a ocorréncia de quatro diferentes sequéncias pertencentes a novas
linhagens de Wolbachia, denominadas wAsc, wAnc, wBjc e wBsp. Essas linhagens
estdo distribuidas nas diferentes populacbes de moscas-das-frutas do género
Anastrepha.
Palavras chave: Wolbachia, gene wsp, sensibilidade, linhagens, Anastrepha,

transferéncia horizontal.



Abstract




Wolbachia is a endosymbiont bacteria commonly found in reproducer
tissue of invertebrates, being vertically and horizontally inherited. This bacteria
cause innumerable reproductive alterations, among them a cytoplasmic
incompatibility. Wolbachia have eight different types of genome, designated
from A to H. Among Wolbachia host there are the fruit flies of genus
Anastrepha. These arthropods are important pest insect that causes many
losses in fruit production of many countries of America. In this work, were used
the primers 16S rDNA, ftsZ and wsp to detect Wolbachia and to identify the
supergroups of three Anastrepha populations the different regions of S&o Paulo
state, Brazil. In all fruit flies samples, it was detected the presence of
Wolbachia of the A supergroup, through the use of primers 16S rDNA and wsp,
since ftsZ has low sensitivity in detecting this bacteria in Anastrepha.
Comparisons of the wsp gene sequences of 62 samples in GeneBank, allowed the
identification of two Wolbachia lineages, one relating to Anastrepha sp. 2
(wAsp2B) and other in Brugia pahangi nematode (Bp-1-1001). Therefore it is
propose the occurrence the horizontal transference of Wolbachia lineages Bp-1-
1001 into Anastrepha through the did parasite wasps of dipterous. The
comparisons among the wsp gene sequences showed the occurrence of four
different sequences, possibly belonging to the news lineages of Wolbachia, which
were named wAsc, wWAnc, wBjc and wBsp. These lineages are distributed in
different fruit flies of populations of the Anastrepha genus.

Key words: Wolbachia, wsp gene, sensitivity, lineages, Anastrepha, horizontal

transference



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Eletromicrografia de diferentes estégios de

desenvolvimento gonadal de Anastrepha.

Figura 2. Diferentes fases do desenvolvimento das moscas-das-frutas

Anastrepha fraterculus.

Figura 3. Mapa do Estado de S&o Paulo com as localidades de coleta

dos frutos.
Figura 4. Quantificacdo em gel de agarose a 0,8%.

Figura 5. Gel de agarose 1% com os primers 16S rDNA A e B com

populacdo de Jacarei.

Figura 6. Gel de agarose 1% com os primers 16S rDNA A e B com

populacdo de Caraguatatuba.

Figura 7. Gel de agarose 1% com os primers 16S rDNA A com

individuos da populagéo de Serra Negra.

Figura 8. Gel de agarose 1% com o primer wsp A com individuos da

populacdo de Jacarei.

Figura 9. Gel de agarose 1% com o primer wsp A com individuos da

populacdo de Caraguatatuba.

Figura 10: Gel de agarose 1% com o primer ftsZ A com individuos da

populacdo de Jacarei.

Figura 11. Porcentagem de deteccéao da bactéria Wolbachia nas
espécies de moscas-das-frutas utilizando os primers 16S rDNA, wsp e

os diferentes protocolos utilizados com o primer ftsZ.

Pagina

26

37

44

55

56

57

57

58

58

59

60



Figura 12. Gel de agarose 1% com individuos da populagéo de Jacarei

utilizando o protocolo V11 com o primer ftsZ.

Figura 13. ldentificagdo dos supergrupos A e B com conjuntos de

primer 16S rDNA Ae B,wsp AeBe ftsZAeB.

Figura 14. Gel de agarose 1% com a populagéo de Serra Negra com o

primer wsp A e B.

Figura 15. Linhagens de Wolbachia detectadas nas populagcdes de

Anastrepha.

Figura 16. Arvore obtida a partir do método NJ, baseada no gene wsp,

demonstrando a distancia entre as Wolbachia da populacdo de Jacarei.

Figura 17. Arvore obtida a partir do método NJ, baseada no gene wsp,
demonstrando a disténcia entre as Wolbachia da populacdo de Serra

Negra.

Figura 18. Arvore obtida a partir do método NJ, baseada no gene wsp,
demonstrando a disténcia entre as Wolbachia da populacdo de

Caraguatatuba.

Figura 19. Arvore obtida a partir do método NJ, baseada no gene wsp,
demonstrando a disténcia entre as populagbes de moscas contendo

Wolbachia.

Figura 20. Diversidade de nucleotideos (Pi) conforme as posi¢bes dos

nucleotideos nas diferentes linhagens de Wolbachia.

62

63

64

67

68

69

71

74

78



LISTA DE TABELAS

Pagina

Tabela 1. Espécies de moscas-das-frutas, total de amostras em cada
populacéo, plantas hospedeiras e locais de coleta no estado de Sé&o de
Paulo. 45
Tabela 2. Sequéncias dos conjuntos de primers utilizados. 48
Tabela 3. Quantificagdo de DNA mensurada em espectrofotometro. 56
Tabela 4. Alteracbes no protocolo de PCR com o primer ftsZ,
identificados por 1 a VIII. 61
Tabela 5. Porcentagem de detecgdo da Wolbachia com as alteracdes
feitas nos protocolos utilizando o primer ftsZ, indicados de 1 a VIII. 61
Tabela 6. Individuos que tiveram similaridade com outro sequéncia que
néo o gene wsp de Wolbachia. 67
Tabela 7. Linhagens de Wolbachia detectadas nas diferentes

~ 66
populagdes de Anastrepha.
Tabela 8.Valores de diferenciagdo genética calculados através do
programa DnaSP Ver.5.00.05. 72
Tabela 9: Taxa diversidade de nucleotideos (Pi) das sequéncias do
gene wsp de Wolbachia ao se comparar as diferentes populacdes de
moscas-das-frutas. 75
Tabela 10: Meédia dos valores de diferenciagdo genética
calculados através do programa DnaSP Ver.5.00.05. 76

Tabela 11: PosicBes de sitios polimérficos e total de individuos com

estes polimorfismos na linhagem wAsc. 76



Tabela 12: PosicBes de sitios polimérficos e total de individuos com

estes polimorfismos na linhagem wAnc.

Tabela 13: Posi¢cdes de sitios varidveis nas linhagens de Wolbachia

conforme as HVRs propostas por Baldo et al., 2005.

Tabela 14: Posi¢cBes de sitios polimdrficos e total de individuos com

estes polimorfismos na linhagem wBsp.

Tabela 15: PosicBes de sitios polimérficos e total de individuos com

estes polimorfismos na linhagem wBjc.

77

78

80

82



SUMARIO
Resumo Pagina
Abstract
Lista de llustracoes

Lista de Tabelas

Lo INEFOAUGED. ...t ettt bttt ettt 20
2. Reviséo Bibliografica 24
2.1. A bactéria endossimbionte Wolbachia............ccccooeoiiiniincnnns 25

2.1.1. As Interagbes da Wolbachia com seus Hospedeiros.......... 27

2.1.2. A Transmissédo da Wolbachia...........c.cccoeiiiiiiiiniiiciies 31

2.1.2.1 A Transferéncia Horizontal da Wolbachia.................. 32

2.1.3. A Transferéncia de Material Genética: Wolbachia vs.

[ [O1S 1T 0 [=TT o SRS 33

2.1.4. Analises de populacbes de Hospedeiros relacionadas a

presenca da Wolbachia...........cccooeiiiiiiicc e 35

2.2. A relagdo Wolbachia e moscas-das-frutas do género

ANASTIEPNA. ..o e s 36

2.2.1. As moscas-das-frutas do género Anastrepha...................... 36

2.2.2. Ainteracéo entre Wolbachia e Anastrepha...........c.ccc...... 38

3. Objetivos 41
Bl GOIAL e e 42

3.2, ESPECITICOS. ...ttt ettt et e 42

4. Material e Métodos 43



4.1. Coleta das moscas do género Anastrepha..........cccoveivieiiniecnnnne 44

4.2. Obtencdo do DNA gendmico a partir do abddomen de

Anastrepha e Quantificagdo do DNA ... 46
4.2.1. Extracdo de DNA das MOSCAS........ccoererrririeeeiee e 46
4.2.2. Quantificagdo do DNA obtido...........cccoeviiiiniiiiic i 47

4.3. Reacdo de PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) e primers

empregados para a detecgdo da Wolbachia...........ccceeeeoiviiiicininnne 48

4.4. Purificagéo da reagéo de PCR, exciséo e purificacdo de

Tragmento de gel de agaroSe...........coiviiiieiirc et =0
4.4.1. Purificacdo da reacGdo de PCR.........ccccoovvireieiciciieeeeee e 51
4.42. Excisdo e purificagdo de fragmento de gel de
BOATOSE ...ttt ettt ettt bbb e ek nh e ab b b ee e e e areean 51

4.5. MEtodo de ClONAgEM......ccuiiiirieeiei et e s s 51

4.6. SEQUENCIAMENTO. ... .ciiviiiiiie ettt et e es e e 52

4.7. ANAlise das SEQUENCIAS. ........ccouiirrie ettt e 52
4.7.1. Andlises de variacdes das SeqUENCIAS..........cccceeevrrvereenieeenns 52

5. Resultados 54

5.1. A Quantificacdo do DNA extraido das moscas..........ccc.ceeverrenen 55

5.2. Deteccgdo da Wolbachia e Sensibilidade dos primers................. 56
5.2.1. Primer 16S rDNA ... 56
5.2.2. PrIMEI WSP ..ottt ettt e e e 58
5.2.3. PrIMer TESZ.......coiiiieecet e s 59

5.2.3.1. Alteragdes nas reagdes de PCR com o primer ftsZ.. 59



5.3. Andlise das populacdes de Anastrepha quanto aos

S10] 0T o | U] oo 1 TSP U PRPPRTTO PRI 63
5.4. AnAliSes das SEQUENCIAS........ccceoeuriereirie et e e 64

5.4.1. Amplificagdo de sequéncias ndo relacionadas ao gene

L] oS PRP PRSPPI 65

5.4.2. Andlises das diferentes populagbes de Anastrepha

quanto as linhagens de Wolbachia detectadas............cccccccevrreunnnns 65

5.5. Andlises das sequéncias da Wolbachia encontradas com

relacdo as populagbes de mosca-das-frutas do género

ANASTIEPNA. ... e et 67
5.5.1. Analises IntrapopulaCionais...........cccccceoviniiniiieie s 68
5.5.2. Analises Interpopulacionais...........ccccoeeiiinncnsine s 72

5.5.3. Anélises das Sequéncias conforme a linhagem de

VAV 01| o - (o] o - VRO 75

5.5.3.1 Analises da Linhagem de Wolbachia caracterizada

como Wolbachia de A. sp. 2 (WASP2B)........ccccoinirineieiicieeens 75

5.5.3.2 Andlises da Linhagem de Wolbachia caracterizada

como de B. pahangi (Bp-1-1001).......ccccceouemiinineneseene s 79
. DISCUSSAD ...ttt e et e et e e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e ee s 85
T CONCIUSDES ..o e ettt e et e e e e e et e e e e e e e e enenaeeeneeens 94

8. Referéncias BibliografiCas ..o 96



1. Introducao




21

Bactérias do género Wolbachia sido endossimbiontes obrigatdrios
pertencentes a familia Rickettsiaceae. Seu primeiro relato foi feito nas células
do tecido reprodutivo do mosquito Culex pipiens (Hertig e Wolbach, 1924).
Atualmente, se conhece sua ampla distribuicdo entre os invertebrados, sendo
encontradas em 65% das espécies de insetos (Hilgenboecker et al., 2008), além
de isopodos (Rousset et al., 1992), crusticeos (Cordaux et al, 2001) e
nematoides (Sironi et al., 1995).

Wolbachia foi dividida em oito supergrupos designados de A a H
(Werren et al., 1995b; Lo et al., 2002; Bordenstein e Rosengaus 2005, Lo et al.,
2007), baseados nos marcadores 16S rDNA (gene ribossomal) (O” Neill et al.,
1992), ftsZ, (gene do ciclo celular da bactéria) (Holden et al., 1993) e o wsp,
(gene de proteina de superficie de membrana) (Zhou et al., 1998).

Inimeros estudos s&@o realizados com esta bactéria devido as
alteragdes reprodutivas que esta pode causar em seus hospedeiros, como a
incompatibilidade citoplasmética (IC) (O’ Neill, 1990), a inducdo de
paternogénese (Stouthamer, 1990) e a feminizagdo e morte de machos (Rousset

et al., 1992).

A transferéncia da Wolbachia ocorre verticalmente, via maternal, pelo
citoplasma dos ovos (Jiggins et al., 2002), e também por transferéncia paterna,
que é pouco frequente (Turreli et al., 1992; Turelli e Hoffmann, 1995). Além
disso, pode ocorrer a transferéncia horizontal, onde a transmissao da bactéria é
realizada entre organismos de espécies diferentes, este mecanismo é utilizado
para se explicar o quanto Wolbachia é amplamente encontrada em diferentes
invertebrados.

O uso da Wolbachia em programas de controle bioldgico de seus
hospedeiros tem sido muito mencionado nos ultimos tempos (Zabalou et al., 2004;

Bourtzis, 2008). A utilizacdo desta bactéria constitui em se reduzir a populagéo
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dos insetos, sendo 0 mecanismo baseado na liberacdo de machos infectados com
diferentes linhagens da bactéria, ou mesmo machos com uma Unica linhagem, na
presenca de populagdes ndo infectadas. Isto resultaria na reducgdo ou eliminagéo
dos machos na progénie, ocorrendo um desvio da proporgdo sexual na prole

(Zabalou et al., 2004).

Entre os hospedeiros da Wolbachia estdo as moscas-das-frutas, que
sdo classificadas como insetos praga por causarem grandes prejuizos a
fruticultura mundial. Estas moscas utilizam os frutos durante o seu ciclo

bioldgico, isto ocasiona o amadurecimento precoce dos mesmos (Salles, 2000).

Nas moscas-das-frutas da familia Tephritidae foi detectada a
presenca da Wolbachia em varias espécies de Anastrepha (Werren et al., 1995a,
Selivon et al., 2002; Mascarenhas, 2007; Coscrato, 2006; et al., 2009), também
em Ceratitis capitata (Lincoln et al., 2005), e algumas espécies de Bactrocera
(Kittayapong et al.,, 2000; Jamnongluk et al., 2002; Sun et al., 2004; Liu et al.,

2006) e em Rhagoletis cerase (Riegler e Stauffer, 2002).

Selivon e colaboradores (1996) identificaram no vitelo e nas células
polares dos embribes de Anastrepha sp. 2 uma expressiva quantidade de
bactérias endossimbiontes. Posteriormente, observaram a reducao na eclosdo de
larvas e desvios na proporgdo sexual na progénie das moscas, este fato foi
relacionado ao fendmeno da IC devido a possivel infecgdo pela Wolbachia
(Selivon et al.,, 1999). Anélises posteriores, detectaram a presenca da Wolbachia
em Anastrepha sp. 2 com a utilizagdo do primer ftsZ (Selivon et al.,, 2002), e
além disso ja foi demonstrado que o fenbmeno da IC realmente ocorre nestas

moscas (Ribeiro, 2009).

Estudos realizados com populagbes de Bactrocera dorsalis de
diferentes locais da China detectaram a infeccdo pelos supergrupos A e B de

Wolbachia, os quais possuiam sequéncias referentes a trés linhagens da bactéria.
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As andlises subsequentes demonstraram a ocorréncia de isolamento reprodutivo
relacionada a presenca da Wolbachia (Sun et al., 2007). Em diferentes espécies
de moscas-das-frutas do género Anastrepha detectou-se somente a infeccgéo
com o supergrupo A (Mascarenhas, 2007; Coscrato et al.,, 2009), e Coscrato e
colaboradores (2009) encontraram diferentes linhagens de Wolbachia através
de analises de um Unico individuo de cada regido estudada utilizando-se o primer
wsp. Este fato pode sugerir que as diferentes linhagens de bactéria se
comportam de forma varidvel conforme o organismo que infectam. Desta forma
se faz necessario uma avaliagdo dentro das populagdes de Anastrepha para
entender como ocorre a distribuicdo da bactéria Wolbachia quanto aos
diferentes supergrupos e linhagens. A partir destes resultados sera possivel
investigar o efeito que estas linhagens da bactéria tém sobre a biologia da

Anastrepha.



2. Reviséo Bibliografica
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2.1. A bactéria endossimbionte Wolbachia

Os endossimbiontes sdo organismos que vivem em simbiose no interior
do corpo ou das células de um ser vivo. As relacdes simbidnticas sdo definidas
como uma mistura entre o mutualismo (benéfica), o comensalismo (neutra) e o
parasitismo (prejudicial) (Werren et al.,, 2008). As bactérias estdo entre os
endossimbiontes obrigatérios de diversos eucariotos, sendo que esta interacao
estabeleceu-se a milhdes de anos (Moran e Wernegreen, 2000).

A bactéria Wolbachia (figura 1) é classificada como um membro do
grupo “secundério” dos simbiontes por ser intracelular obrigatéria e estabelecer
relacdbes de mutualismo e parasitismo com seus hospedeiros (Siozios et al.,
2008). Além disso, apresentam a peculiaridade de ndo sobreviver fora das células
dos invertebrados. Contudo, foi observada sua sobrevivéncia nas células de
mosquitos mortos (Fallon, 2008), e a sua resisténcia durante uma semana a
temperatura ambiente apos a retirada das células do hospedeiro (Rasgon et al.,
2006).

Hertig e Wolbach (1924) foram os primeiros a detectar Wolbachia em
ovarios do mosquito Culex pipiens. Sua caracterizacdo como organismo ocorreu
muitas décadas depois como pertencente ao filo das Proteobactérias, classe das

Alphaproteobactérias, ordem Rickettsiales e familia Rickettsiaceae.

Os estudos realizados atualmente com a utilizam técnicas moleculares
para seu diagnostico, distinguindo os supergrupos infectantes, além das linhagens
existentes. As analises a partir destes estudos em muitos dos casos auxiliam nas
questdes sobre alteracdes reprodutivas, evolucionarias, de variabilidade, entre

outras.
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Figura 1: Eletromicrografia de diferentes estigios de desenvolvimento gonadal de
Anastrepha. (A) Bactéria (Bc) localizada em uma vesicula no citoplasma do
hospedeiro; (B) Bactéria no pélo posterior do ovo, ap6s a formagéo da célula; (C)
Pélo posterior celular contendo indmeras bactérias. Escala em bar 0,1um; N: nicleo;
M: mitocondria; Vm: membrana vesicular; Y: centro nuclear. (Selivon et al., 2002).
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A utilizacdo de oligonucleotideos para a deteccdo da Wolbachia deu
inicio aos trabalhos realizados com biologia molecular. Inicialmente, foi utilizado
0 gene ribossomal 16S rDNA (O Neill et al., 1992), que continua sendo
empregado devido a sua alta sensibilidade na deteccéo da bactéria. Contudo, néo
€ indicado como Unico meio para a distingédo dos supergrupos A e B da Wolbachia,
pois apresenta baixa divergéncia nas sequéncias, havendo indicios de que estes
supergrupos tenham provavelmente se separado a 50 milhdes de anos (Werren et
al., 1995a, 1997). Com isso, este primer ndo auxiliava nas analises evolutivas e de
alteracdo reprodutivas acometidas pela presenca da Wolbachia, somente no seu

diagnostico.
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Outro primer empregado nos estudos com Wolbachia é o ftsZ, que foi
caracterizado a partir de um gene do ciclo celular da bactéria (Holden et al.,,
1993). Este gene foi amplamente difundido por Werren (1995a, b). No entanto,
apresenta baixa sensibilidade na deteccdo de Wolbachia (Werren e Windsor
2000; Jeyaprakash e Hoy, 2000, 2002; Hong et al., 2002, Coscrato, 2006).

Braig e colaboradores (1998) a partir da caracterizagdo de uma
proteina especifica de superficie de membrana de Wolbachia confeccionaram o
oligonucleotideo wsp. Este primer € altamente variavel e vem sendo utilizado em
andlises populacionais e filogenéticas da bactéria (Sun et al., 2007; Coscrato et
al., 2009). Estudos recentes caracterizam o wsp, demonstrando que este
oligonucleotideo apresenta quatro regifes hipervaridveis (HVRS) que se
organizaram a partir de eventos combinatorios (Baldo et al., 2005).

A combinagdo do uso dos primers mencionados, possibilitou que
Wolbachia fosse dividida em oito supergrupos taxondmicos classificados de A a
H. Os supergrupos A e B sdo comumente detectados em insetos (Werren et al.,
1995a), enquanto os supergrupos C e D sdo encontrados em nematdides (Lo et al.,
2002), o supergrupo E é caracteristico de colembolas, assim como G somente foi
detectado em aranhas australianas (Rowley et al., 2004) e o H em cupins
(Bordenstein e Rosengaus, 2005). O supergrupo F é encontrado em nematoides, e
recentemente foi detectado em artropodes (Baldo et al., 2006b; Panaram e

Marshall, 2007).

2.1.1. As Interagdes da Wolbachia com seus Hospedeiros

Nas ultimas décadas a bactéria Wolbachia foi amplamente encontrada
infectando diferentes espécies de invertebrados, com maior nimero de relatos
entre os artrépodes como os insetos (Werren et al., 1995b, Stouthamer et al.,

1999; Jeyaprakash e Hoy, 2000), os aracnideos (Breeuwer e Jacobs, 1996), os
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crustaceos (Cordaux et al., 2001; Gotoh, et al., 2003) e os isopodes. Além disso,
sdo encontradas em nematéides (Bandi et al., 1998, 2001).

Analises estatisticas recentes confirmam a extensa distribuicdo desta
bactéria entre os invertebrados, estimando encontra-la em 65 % das espécies de
insetos (Hilgenboecker et al., 2008), o que reafirma estudos que propunham sua
infeccdo de 20 a 70 % dos insetos (Jeyaprakash e Hoy, 2000).

As interacdes entre a bactéria e seu hospedeiro causam alteracoes
reprodutivas, tais como: A incompatibilidade citoplasmatica (IC), que é um dos
tipos de alteracdo reprodutiva melhor caracterizada (O’ Neill et al.,, 1992;
Rousset et al., 1992), e é comumente observada em moscas, vespas € mosquitos
(Werren et al., 2008). A I1C acontece a partir da incompatibilidade dos gametas
masculino e feminino, levando a morte do zigoto, em espécies dipldides, ou
aumento do numero de machos na prole, em haplodiploides (Stouthamer, 1999).
Além disso, a incompatibilidade pode ocorrer nos cruzamentos de populacdes,
espécies e linhagens evolutivamente proximas, podendo ser unidirecional
(cruzamento compativel sendo o reciproco incompativel) ou bidirecional
(cruzamentos reciprocos incompativeis). Em decorréncia deste mecanismo a prole
terd um elevado nimero de fémeas com Wolbachia, o que provavelmente
resultara em proles infectadas que disseminardo ainda mais a bactéria.

Outro mecanismo estudado é a inducdo a partenogénese (IP)
(Stouthamer, 1990), que € menos comum que a IC. A IP ocorre através de ovos
hapléides que se convertem em uma geracdo de fémeas dipldides (Stouthamer,
1999).

Algumas das alteragbes reprodutivas apresentam mecanismos pouco
conhecido, como a feminizacdo dos machos (Hiroki et al., 2002; Negri et al.,
2008), acredita-se que esta ocorra a partir de machos sendo geneticamente
convertidos em fémeas (Stouthamer, 1999), e a morte de machos (Rousset,

1992).
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Mesmo nédo se conhecendo completamente todos os mecanismos das
alteragdes reprodutivas ocasionadas pela presengca da Wolbachia, acredita-se
que estas ocorram durante o desenvolvimento embrionario do hospedeiro. H4 um
consenso que no mecanismo da IC exista alguma “modificagéo” (sistema mod) no
esperma dos machos infectados, sendo estes marcados, e o desenvolvimento de
embrides normais somente ocorre se o ovo materno ao ser fecundado também
esteja infectado, para que se consiga “recuperar”  (sistema rescue) O0S
cromossomos paternos, viabilizando o processo reprodutivo (Bourtzis e O'Neill,
1998).

Poinsot e colaboradores (2003) propdem trés modelos bioquimicos que
tentam traduzir o mecanismo adequado para estes fatores de “modificacdo” e
“resgate” que determinam a IC. Tais modelos sdo designados como: (i) hipotese
“chave-fechadura”; (ii) hipdtese “titulacdo-restituicdo”; (iii) hipotese “camera
lenta”. Porém, os mesmos pesquisadores concluem que o modelo de “chave-
fechadura” é o mais parcimonioso, no entanto, os outros ndo sao descartados,
mas seriam necessarios mais dados para a compreensdo. A hipotese da “chave-
fechadura” consiste em se ter uma funcdo mod (modificacdo) representada por
uma “fechadura” na bactéria, a qual se ligard ao cromossomo paterno. Com isso, a
formacgdo do zigoto somente ocorrera se os ovos estiverem infectados com a
bactéria, visto que estas apresentariam a “chave” para remoc¢do da “fechadura”
(recuperacio).

Além da possivel atuagdo nos gametas dos hospedeiros da Wolbachia,
foi observada sua intima relag&o com os microtibulos do fuso mitético através de
andlises citologicas durante a divisdo mitdtica de Drosophila. Este fato
possibilitou explicar sua distribuicdo nas regides dos pdlos das células durante a
mitose. No mesmo estudo foi sugerido, que apods a divisdo a bactéria seria capaz
de se distribuir pelo citoplasma vindo a construir dominios no interior da célula

(Callaini et al.,, 1994; Kose e Karr, 1999). Em outras analises observou-se a
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distribuicdo da Wolbachia em embrides, visualizando uma maior concentragdo da
bactéria no polo posterior, sendo que nesta regido ocorre a formacgédo das células
germinativas, o que permitiria a transmissdo vertical da bactéria a prole do
hospedeiro (Hadfield e Axton, 1999; Selivon et al., 2002).

As alteracdes reprodutivas desencadeadas pela presenca da Wolbachia
tém sido consideradas como uma estratégia da bactéria, sendo referida como um
parasitismo reprodutivo. Além desta relacdo simbiéntica, o mutualismo tem sido
apresentado como uma segunda forma de interacdo da Wolbachia com alguns de
seus hospedeiros (Werren et al, 2008). Entretanto, Bordenstein e
colaboradores (2009), concluiram em recente estudo que estes evolucionarios
relacionamentos mantidos entre a bactéria e seus hospedeiros ndo poderéo ser
realmente solucionados até que um nimero maior de caracterizagbes taxonémicas
da Wolbachia sejam realizadas.

As analises feitas por Bordenstein et al. (2009) indicam a presenca da
relacdo de mutualismo entre quatro linhagens diferentes da Wolbachia e
nematoides hospedeiros. Neste mesmo trabalho, os invertebrados apresentaram
aumento da fertilidade e da viabilidade reprodutiva com a presenca da bactéria,
sendo que em nematdides é amplamente difundida a questio que a presenca da
Wolbachia garante normal desenvolvimento e fertilidade. Estas demonstragoes
tiveram inicio a partir de estudos com tratamentos para controlar os
invertebrados patogénicos, 0s quais observaram que os antibidticos utilizados
agiam sobre a bactéria e ndo atacavam o nematoide, como era esperado. A
Wolbachia, portanto, passou a ser encarada como a mediadora nos tratamentos
contra estes parasitas patogénicos (Taylor et al., 2005). Em humanos o uso do
antibidtico doxycycline causou reducdo maior que 95% da bactéria, demonstrado
através das analises com microfilarias existentes no sangue, este fato foi
acompanhado do cronico declinio da infecgdo com o nematdide (Hoerauf et al.,

2003a).
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Wolbachias encontradas em alguns insetos tém sido descritas como as
provaveis manipuladoras do processo de apoptose celular no sistema reprodutor
feminino, sua presenca garante o desenvolvimento de ovos, que transmitirdo o
endossimbionte a proxima geragdo (Werren et al., 2008). Tal fato péde ser
demonstrado com estudos realizados com vespas, primeiramente Wolbachia foi
removida com a acéo de antibidticos e se observou a incapacidade de produgéo do
odcito (Dedeine et al.,, 2001). Posteriormente, Pannebakker et al. (2007)
detectou que a maturacdo do o6cito nas mesmas vespas somente ocorre com a
presenca da bactéria, pois ao ser retirada resultava na morte da célula por
apoptose. Zchori-fein e colaboradores (2006) encontraram semelhante
manipulacdo no processo de oogénese em besouros ao eliminar Wolbachia. E de
extrema importéncia ressaltar que insetos ndo infectados com esta bactéria

apresentam normal processo de embriogénese.

2.1.2. A Transmissao da Wolbachia

A forma como a Wolbachia é herdada apresenta peculiaridades de
individuo para individuo (Huigens et al., 2000). Comumente sua transmissdo
ocorre de forma vertical através do citoplasma dos ovos maternos infectados
(Werren, 1997), o que é andlogo a heranca mitocondrial herdada. Frydman e
colaboradores (2006) demonstraram que Wolbachia ao ser introduzida in vitro na
cavidade abdominal de fémeas de Drosophila estariam se concentrando
preferencialmente nas SSCN (Somatic Stem Cell Niche), e que a bactéria estaria
migrando através de trés diferentes tecidos da mosca, até alcancar o ovario,
estabelecendo-se 15 dias ap6s a infeccdo. Wolbachia possivelmente prefere
estas células por garantirem a sua transmissdo vertical. Porém, este mecanismo

ndo explica a sua ampla distribuigédo entre os invertebrados (Jeyaprakash e Hoy,
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2000; Werren e Windsor 2000). A partir disto sugere-se a existéncia de

transferéncia horizontal da Wolbachia entre diferentes géneros.

2.1.2.1. A Transferéncia Horizontal da Wolbachia

A transferéncia horizontal passou a ser descrita a partir de
comparacfes entre as filogenias da bactéria e do hospedeiro, em que se
observava incongruéncia entre os resultados, pois era esperado uma homologia
nestas andlises (O’ Neill et al., 19922; Stouthamer et al., 1993; Werren et al.,

1995b; Vavre et al., 1999; Baldo et al., 2006Db).

Recentemente Baldo et al. (2008) indicaram que o movimento da
Wolbachia dentro de aranhas do género Agelenopsis reflete o seu padréo de
interacdo com outros hospedeiros, parasitas e predadores, vindo a aumentar a
chance de ocorréncia da transferéncia horizontal. Os autores detectaram neste
aracnideo a presenca de transferéncia horizontal entre espécies do mesmo
género. Em estudo realizado por Jiggins et al., (2002) demonstram que algumas
linhagens de Wolbachia sdo comumente encontradas em espécies de hospedeiros
intimamente relacionados, este padrdo € explicado através de uma consequente
especiacdo do invertebrado, sendo que a Wolbachia acompanhou este processo
evolutivo estabelecendo-se nestas espécies. Dados semelhantes foram
observados por Breeuwer e Werren (1990) em que identificaram a presenca de
incompatibilidade de vespas do género Nasonia que vivem em simpatria, e estudos
subsequentes realizados por Bordenstein e colaboradores (2001), com o
cruzamento de vespas Nasonia de espécies relacionados simpatricas observaram
a geracdo de prole com individuos hibridos ndo férteis, pode-se entéo
demonstrar a ocorréncia de isolamento reprodutivo pés-zigotico devido a

presenca da Wolbachia, causadora da 1C nestes insetos.
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Raychoudhury et al. (2009) descreveram uma variedade de linhagens
de Wolbachia que infectam vespas do género Nasonia. Neste estudo foi
observada a transferéncia da bactéria entre géneros diferentes de insetos,
sendo adquiridas de moscas varejeiras, de Muscidifurax uniraptror (outra
espécie de vespa) e de Drosophila sp. A transferéncia entre espécies
relacionadas também foi detectada em populacdes de Ephestia kuehniella e seu
parasitoide do género Trichogramma (Meer et al., 1999). Os parasitoides sdo um
potencial meio de se transferir Wolbachia, como observado por Kondo et al.
(2002), que detectaram a transferéncia da bactéria entre besouro e moscas-
das-frutas mediada pelo vetor (parasitoide).

A transmisséo entre clados geneticamente diferentes foi observada no
Panaram e Marshall, (2007), ao detectar a presenca do supergrupo F de
Wolbachia, caracteristico de nematoéide, em insetos ortopteros, sendo o0 modo de
aquisicao ainda desconhecido. Porém, os autores sugerem que esta transferéncia
tenha acontecido recentemente, quando houve a divergéncia entre os grupos de
artropodes e nematodides, o que foi também observado por Casiraghi et al.
(2005). Além disso, atualmente, é proposto que a transmissdo horizontal da
Wolbachia entre artrépodes e nematdides venha ocorrendo a cerca de 100

milhdes de anos (Lo et al., 2002; Casiraghi et al., 2004).

2.1.3. A transferéncia de Material Genético: Wolbachia vs.

Hospedeiro

A caracterizagdo dos genomas de duas linhagens de Wolbachia
encontradas nos invertebrados Drosophila melanogaster e Brugia malayi,
indicaram como este estava organizado (Wu et al., 2004; Foster et al., 2005). A
linhagem wMel da Wolbachia identificada em D. melanogaster, apresentou ampla

quantidade de elementos repetitivos e moveis, observados com maior frequéncia
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nos supergrupos A e B de bactéria (Wu et al., 2004; Bordenstein e Reznikoff,
2005). A presenga dos transposons nesta bactéria sdo um dos meios pelo qual se

pode ter maior variabilidade de linhagens da Wolbachia.

Os transposons sdo conhecidos como “genes saltadores” ou elementos
transponiveis, estes sdo sequéncias de DNA que se movem pelo genoma, e séo
encontrados em diferentes posi¢cbes de uma Unica célula, o que é denominado

transposicao.

McClintock (1950) foi a pioneira na observacdo da presengca de
transposons no genoma de milho, atualmente ja se sabe que 50 % do genoma
deste cereal é constituido por elementos transponiveis. Em humanos h& dados de
mais de um milhdo de coépias de um mesmo elemento e mais de 100.000 de um
segundo tipo (Smit e Riggs, 1996; Kazazian e Moran, 1998 apud Kidwell e Lisch,
2001). A primeira deteccdo de transposons em moscas-das-frutas foi realizada
em Drosphila melanogaster, em que encontraram sequéncias similares as de milho

e a de nematdides (Jacobson et al., 1986).

Estudos realizados em invertebrados, tais como besouros, encontraram
em seu DNA fragmentos do genoma da Wolbachia (Kondo et al., 2002). Hotopp e
colaboradores (2007), também detectaram em quatro espécies de insetos e
quatro nematoides a insercdo de fragmentos de praticamente todo o genoma da
bactéria (maior 1 megabase), e outros menores (menor 500 pares de base). Além
da transferéncia de fragmentos de DNA da Wolbachia para os invertebrados, o

mecanismo inverso também é relatado (Masui et al., 1999).

Werren e colaboradores (2008) sugerem que as insergbes dos
fragmentos de DNA da Wolbachia no hospedeiro podem resultar em novas

funcdes aos genes. Além disso, indicam que aquisicdo destes novos genes
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ocasionaria um rearranjo do cromossomo do invertebrado, resultando em

mecanismos de isolamento reprodutivo.

2.1.4. Andlises de populacbes de Hospedeiro relacionadas a

presenca da Wolbachia

O inicio dos estudos com o gene wsp de Wolbachia foi marcado por
demonstrar que invertebrados hospedeiros de um mesmo género, mas de
espécies diferentes apresentavam grande similaridade nas sequéncias da
proteina analisada. Contudo, algumas regides possuiam grande variabilidade, com
isso desde o principio ja se enunciava que esta variabilidade refletia a diferenca
entre 0s supergrupos, e que representava a adaptagdo e especiagdo dos
hospedeiros devido a intima relacdo com esta bactéria intracelular (Braig et al.,

1998).

A partir da diferenciagdo dos supergrupos de Wolbachia foi possivel
detalhar a sua diversidade. Tagami e Miura (2004) realizaram anélises em
populacdes (do Japdo), de borboleta da ordem Lepidoptera, e observaram
distribuicdo congruente entre os supergrupos A e B da Wolbachia, os quais
apresentavam sequéncias completamente idénticas. Outros estudos néo
encontram semelhantes resultados, detectando maior variabilidade entre as
linhagens de Wolbachia detectadas (Braig et al.,, 1998; Jeyaprakash e Hoy,
2000).

Behbahani e colaboradores (2005) ao estudarem uma espécie de
mosquito de duas ilhas na Polinésia Francesa (ilhas Moorea e Fiji), detectaram a
presenca de Wolbachia do supergrupo A, mas com linhagens diferentes. Os

pesquisadores sugerem que este fato ocorreu, pois uma das espécies divergiu
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mais recentemente do que as outras linhagens deste hospedeiro.

Em moscas da familia Tephritidae foi realizado um trabalho com cinco
populacdes de locais diferentes na China buscando relagbes com a distribuigdo da
Wolbachia. Um dos grupos ndo estava infectado, porém os que apresentaram a
bactéria foram divididos em quatro grupos distintos, conforme analises das
sequéncias do gene wsp. As sequéncias apresentaram taxas de divergéncia maior
que 23% a menores que 1%. Estes dados foram semelhantes aos obtidos com o
gene mitocondrial COl. A partir disto, os pesquisadores propuseram que a
dispersdo da Wolbachia ndo ocorreu nos tempos atuais e concluem que houve
coevolucdo entre a bactéria e a mosca da espécie Bactrocera dorsalis (Sun et al.,

2007).

Os trabalhos realizados através das comparacdes entre as populacdes
de hospedeiro e a infeccdo com a Wolbachia possibilitaram compreender o
periodo que os invertebrados vem sendo infectado e se houve alguma influéncia

na sua evolugéo devido as alteragdes causadas pela presencga da bactéria.

2.2. A relacdo Wolbachia e moscas-das-frutas do género Anastrepha

2.2.1. As moscas-das-frutas do género Anastrepha
Uma grande parte das espécies de moscas-das-frutas é classificada
como insetos praga por atacarem frutos de valor comercial. O ciclo de vida
destas moscas (figura 2 A) € iniciado com o acasalamento, seguida por ovoposi¢édo
em frutos (figura 2 B), eclosdo, e desenvolvimento das larvas que irdo se
alimentar do fruto (figura 2 C), o qual caira ao solo e a mosca passa pela etapa de
ecdise pupal, ap6s acontece uma metamorfose, e a saida das moscas adultas

(Salles, 2000).
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Figura 2: Diferentes fases do desenvolvimento de Anastrepha fraterculus. (A) Ciclo de
vida de Anastrepha fraterculus (Salles, 2000); (B) Anastrepha fraterculus
durante ovoposicdo (www.jardineiro.net/br/artigos/bichinho _goiaba.php); (C)

Ameixas atacada por larvas de Anastrepha fraterculus
(http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Ameixa/CultivodaA
meixeira).

O género Anastrepha é endémico da América e existem cerca de 200
espécies descritas neste continente, sendo que no Brasil é encontrada em 99
localidades (Zucchi, 2007 apud Ribeiro, 2009). Uma das espécies que apresenta
maior destaque na Ameérica do Sul é a Anastrepha fraterculus sensu lato
(moscas-das-frutas Sul Americana) (figura 2B). Estas moscas sdo encontradas
em mais de 90 espécies de frutos, (Malavasi et al., 2000).

A espécie A. fraterculus foi dividida através de andlises
cromossdmicas e morfométricas, inicialmente em duas novas espécies A. sp. 1
aff. fraterculus e A. sp. 2 aff. fraterculus, referidas como A. sp. 1 e A. sp. 2
(Selivon, 1996; 2005 apud Ribeiro 2009). Posteriormente, foram descritas duas
outras novas espécies, sendo A. sp. 3 aff. fraterculus encontrada no litoral e nas
regides sul e sudeste do Brasil, e A. sp. 4 aff. fraterculus foi caracterizada em

Guayaquil, no Equador (Selivon, 2004a e b apud Ribeiro, 2009).
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Analises moleculares utilizando o DNA ribossomal de trés espécies de
moscas do complexo fraterculus brasileiras (A. sp. 1, A.sp. 2 e A. sp. 3), que A.
sp. 1 possui maior similaridade com A. sp. 2 do que ambas com A. sp. 3 (Prezotto,
2008 apud Ribeiro 2009). Em A. sp. 1 e A. sp. 2 detectou-se um mecanismo de
isolamento reprodutivo pds-zigdtico, que pode ser causado por uma alteracio
reprodutiva, a 1C. Além disso, em estudos morfolégicos da A. fraterculus se
observou inimeras semelhangcas entre A. sp. 1 e A. sp. 2, isto pode estar
relacionado ao isolamento reprodutivo, que levaria a uma especiagdo (Selivon et
al., 2002).

O combate as moscas das frutas pela fruticultura ocorre conforme as
exigéncias dos paises importadores, especialmente com relagdo a presenca de
residuos agrotoxicos. O uso de agrotoxicos deve ser feito sob cuidados
especiais, procurando-se evitar sempre que possivel. Os programas de manejo de
pragas tém incentivado varios métodos e taticas de controle, como os métodos
culturais, uso de atrativos, resisténcia varietal, e principalmente o controle
bioldgico (Carvalho et al., 2000).

O controle biolégico das moscas-das-frutas tem sido proposto por
meio de diversos organismos como Vvirus, bactérias, fungos, nematoides,
predadores e parasitoides (Carvalho et al., 2000). Wolbachia, tem sido estudada
como um meio de controle bioldgico para os seus hospedeiros, por manipular a
reproducéo destes, o que acabaria por controlar a prole (Bourtzis, 1998; Zabalou

et al., 2004).

2.2.2. A interacdo entre Wolbachia e Anastrepha

A Wolbachia foi descrita em um grande numero de espécies de
Anastrepha (Werren et al.,, 1995; Selivon et al., 2002; Mascarenhas, 2007;

Coscrato et al, 2009) e também em outros géneros de moscas-das-frutas como
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Bactrocera ( Kittayapong et al., 2000; Jamnongluk et al., 2002; Sun et al., 2007),
Rhagoletis (Riegler e Staufer, 2002) e Ceratitis capitata (Rocha et al., 2005).

A primeira suposicédo de presenca da Wolbachia em moscas-das-frutas
em territorio nacional foi feita por Selivon e colaboradores (1999) em espécies
de A. sp. 2, em que detectou-se reducdo na eclosdo de larvas e desvios na
proporcédo sexual da progénie adulta, sendo que estas alteracbes poderiam estar
relacionadas a populacbes de bactéria que haviam sido observadas em estudos
anteriores (Selivon et al., 1996). A partir destas observagdes foi proposta uma
possivel alteracdo no padrdo reprodutivo classificada como IC, o que foi
associada a presencga da Wolbachia como causadora desta alteracédo reprodutiva.
A infeccédo pela Wolbachia em Anastrepha foi confirmada com o auxilio do gene
ftsZ e técnicas de eletromicrografia eletrénica (figura 1) por Selivon e
colaboradores (2002).

A IC tem sido demonstrada como um meio de alteragdo reprodutiva em
diferentes tipos de moscas-das-frutas do género Anastrepha, como R. cerasi e C.
capitata (Riegler e Staufer, 2002; Zabalou et al., 2004). Recentemente em um
estudo com o cruzamento de A. sp. 1 e A. obliqua comprovou-se a ocorréncia da
IC nas moscas do género Anastrepha (Ribeiro, 2009). Tais resultados elevam a
perspectiva de ter ocorrido especiagdo das moscas do complexo fraterculus
devido a presenca da Wolbachia.

As linhagens de Wolbachia encontradas em diferentes géneros de
moscas-das-frutas sdo em muitos dos casos semelhantes a bactéria encontradas
em outros tephritideos, o que indica uma transferéncia horizontal entre taxons
que divergiram de uma mesma familia, tais como moscas que se estabeleceram em
uma mesma planta, sendo que ao ocupar o0 mesmo ambiente hd maiores chances de
ocorrer a transferéncia da bactéria (Kittayapong et al., 2000). Outro fato
observado foi em populacdes de Bactrocera dorsalis da China, em que se

detectou similaridade com supergrupos de Wolbachia da Tailandia das mesmas
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espécies de moscas, 0 que sugere uma a transferéncia do endossimbionte entre
estes organismos (Sun et al.,, 2007). Em diferentes espécies de Anastrepha
Coscrato e colaboradores (2009) detectaram linhagens de Wolbachia que
apresentaram relagbes filogenéticas com o tipo wMel de D. melanogaster.
Portanto, ha uma grande variedade de linhagens de Wolbachia infectando as

espécies de moscas-das-frutas (Kittayapong et al., 2000).



3. Objetivos
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3.1. Objetivo Geral

Detectar a presenca da bactéria Wolbachia dentro de populagbes de trés
espécies de Anastrepha, coletadas de diversas regides do Estado de Sé&o Paulo,
através do uso de marcadores moleculares como o gene wsp, ftsZ e 16S rDNA da

Wolbachia.

3.2. Objetivos Especificos

o Deteccdo da presenca da Wolbachia em populacbes de trés espécies de

Anastrepha do estado de S&o Paulo.

o Caracterizar as linhagens de Wolbachia quanto aos supergrupos A e B por

meio do uso dos marcadores moleculares.

o Analise das sequéncias obtidas de Wolbachia nas diferentes populaces de
moscas do complexo fraterculus, utilizando os parametros de diversidade
hapldtipa, diversidade nucleotidica (Pi), entre outros que poderdo ser

apresentados.



4. Material e Métodos
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4.1. Coleta das moscas do género Anastrepha

Os exemplares de moscas do complexo fraterculus foram obtidos
através de frutos coletados em campo pelos pesquisadores do Laboratério de
Biologia Evolutiva e do desenvolvimento de Insetos do Instituto de Biociéncias
(IB), da Universidade de S&o Paulo (USP).

As coletas foram realizadas em trés diferentes regides do estado de
S&o Paulo, (figura 3). No total, foram trabalhados com 74 individuos distribuidos

em trés populagbes de diferentes espécies de Anastrepha (tabela 1).

[l SerraNegra

Bl /acarei
[ Caraguatatuba

%

Figura 3: Mapa do Estado de Sé&o Paulo com as localidades de coleta dos frutos.
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Tabela 1: Espécies de moscas-das-frutas, total de amostras em cada populacao, plantas hospedeiras,
locais de coleta e posicdo geografica no estado de S&o de Paulo.

Taxon Espécie N. de Planta hospedeira Local Coleta Posicéo
Individuos Geografica

A. sp. 1 aff. fraterculus 11 Goiaba Jacarei 23°17°S; 46° 01" W

(Psidium guajava)
fraterculus A. sp. 1 aff. fraterculus 19 Goiaba SerraNegra 22°357S;46°50°W

(Psidium guajava)

A. sp.2 aff. fraterculus 21 Chapéu-do-sol Caraguatatuba 23°39S; 45° 25" W

(Terminalia catappa)
A. sp. 3 aff.fraterculus 24 Chapéu-do-sol

(Terminalia catappa)

N.: Numero

As coletas dos frutos contendo os ovos de moscas-das-frutas, e a
estocagem foram feitas segundo o procedimento estabelecido por Selivon

(1996).

Os frutos infestados (tabela 1) foram coletados e armazenados em
caixas com vermiculita e encaminhados para o laboratdrio de Biologia Evolutiva e
do desenvolvimento de Insetos-1B-USP/SP, onde ocorreu o desenvolvimento das
larvas até a fase de pupas. Posteriormente, a vermiculita das caixas foi
peneirada, obtendo-se as pupas, que foram acondicionadas em caixas de acrilico

apropriadas, para emergéncia e manutencado das moscas adultas.

As moscas foram identificadas de acordo com a espécie, sendo
selecionadas e armazenadas em alcool a concentracédo de 70% e a temperatura de

-20°C.

As amostras foram enviadas para o laboratdrio de Biotecnologia e
Genética Molecular, do Departamento de Genética, do Instituto de Biociéncias
da UNESP do Campus de Botucatu. Esses materiais foram acondicionados em

freezer a -20°C para posterior extragcdo do DNA.
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4.2. Obtencdo do DNA gendmico a partir do abdomen de Anastrepha e

Quantificagcdo do DNA

4.2.1. Extracdo de DNA das moscas

O DNA foi extraido do abddémen dos adultos das moscas-das-frutas,
descritas na tabela 1, utilizando o método descrito por Jowett (1986) com
algumas modificagdes.

As moscas que estavam conservadas em alcool a uma concentracdo de
70% foram lavadas em agua miliQ autoclavada para a retirada residuos que
poderiam atrapalhar a extracéo.

Posteriormente, os abdomens das moscas foram excisados com o0
auxilio de uma lamina e transferidos para tubos de centrifuga de 1,5ml
autoclavados.

Em cada tubo contendo o abdémen foi adicionado 200 pl de solugéo de
homogeneizacéo [Tris-HCI 1 mM (pH = 7, 5), NaCl 60 mM e EDTA 50 mM], sendo
macerados com o auxilio de pistilos (Eppendorff), até que todo material pdde ser
visivelmente dissolvido e diluido nas solugBes. Apos, se adicionou 200 ul de
solucdo de lise [SDS 1,25%, Tris-HClI 0,3 mM (pH = 9,0), EDTA 0,1 Mm e
sacarose 5%], em seguida adicionou-se 5 ul de proteinase K (Life Technologies),
numa concentracdo final de 100 pg/ml. Os tubos foram novamente
homogeneizados e incubados por uma hora a 65°C em banho-maria com agitacéo.

Posteriormente, as amostras foram resfriadas em gelo por 5 min
(minutos), adicionou-se 120 ul de acetato de potassio 8 M (gelado) e voltaram
para o gelo por uma hora. Apds, os tubos foram centrifugados a 14000 rpm, a
uma temperatura 4°C, por um periodo 10 min. As amostras foram retiradas da
centrifuga com devido cuidado para que as diferentes fases no tubo

permanecessem separadas. O sobrenadante foi transferido para outro
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microtubo, e em seguida dois volumes de etanol 100% foram adicionados. Os
tubos foram homogeneizados levemente e descansados por 5 min. Apds, as
amostras foram centrifugadas por 5 min, a 25°C e 14000 rpm, em seguida
retirou-se o sobrenadante e o pellet foi mantido.

O pellet foi lavado por duas vezes com etanol a 70% e centrifugado a
14000 rpm por 2 min a 25°C. Posteriormente, o etanol foi retirado e o0s
microtubos invertidos para a secagem do pellet de DNA, sendo levados para o
Speed Vacuum.

O DNA obtido foi diluido em 30 pl de agua miliQ autoclavada e
adicionado o volume de 4 ul RNAse (10 mg/ml). Em seguida, o DNA foi incubado a

37°C em um intervalo 30 a 60 min e armazenado em freezer a - 20°C.

4.2.2. Quantificagcdo do DNA obtido

O DNA foi quantificado utilizando-se dois métodos. O primeiro
procedimento de quantificagdo foi realizado em gel de agarose a 0,8% com Tris-
Borato-EDTA (TBE) 1 X e corado com brometo de etidio, utilizando-se 1 ul de
DNA e 3 pl de tampéo de carregamento (4 g de sacarose, 0,01 g de azul de
bromofenol e 10 ml de TE). Este DNA foi comparado com padrdes de peso
molecular conhecido (Lambda DNA, Invitrogen). A visualizagdo foi feita com o
sistema de fotodocumentacéo digital Eagle Eye 11 (Stratagene).

O segundo método de quantificacdo foi realizado em
espectrofotometro (NanoDrop ND-1000) obtendo-se a concentragdo do DNA em
ng/ul (tabela 2), além de mensurar a qualidade do DNA por meio de comparacdes

de valores de absorbéancia e grau de pureza.
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4.3. Reagdo de PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) e primers

empregados para a deteccdo da Wolbachia

Para deteccédo da presenca da Wolbachia e tipagem dos supergrupos,
utilizaram-se trés conjuntos de primers. Os oligonucleotideos confeccionados
referiam-se aos supergrupos A e B de Wolbachia, visto que sdéo comumente
encontrados em insetos. Assim foi usado o gene ftsZ A e B (responsavel pelo
ciclo celular da bactéria) descrito por Holden et al. (1993), 0 16S A e B rDNA
(gene ribossomal) (O”Neill et al., 1992) e o wsp A e B (gene que codifica uma
proteina de superficie da membrana externa da bactéria Wolbachia) (Braig et

al., 1998) (tabela 2).

Tabela 2: Sequéncias dos conjuntos de primers utilizados.

Primer Sequéncia Referéncia
ftsZ AF 5'CTC AAG CAC TAG AAAAGTCG 3 Holden et al., 1993
ftsZ AR 5 TTAGCT CCT TCGCTT ACC TG 3 Holden et al., 1993
ftsZ BF 5" CCG ATG CTC AAG CGT TAG AG 3’ Holden et al., 1993
ftsZ BR 5'CCACTT AACTCTTTCGTT TG 3 Holden et al., 1993

16S ArDNAF 5" TTC GGC CGG GTT TCA CAC AG 3’ O” Neill et al.,1992
16S ArDNAR 5" TAA GGG ATT AGC TTAGCCTC 3 O” Neill et al., 1992
16S B rDNAF 5" TTC GGC CGG ATT TTACAC AA 3 O” Neill et al., 1992
16S B rDNAR 5 TAG GGA TTAGCT TAGGCT TG 3 O” Neill et al., 1992
wsp 136 A F 5 TGAAATTTT ACCTCTTTT C3~ Braig et al., 1998
wsp 691 AR 5"AAA AAT TAAACGCTACTCCAZ Braig et al., 1998
wsp 81BF 57 TGG TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAAC 3 Braig et al., 1998
wsp 522 BR 5  ACCAGCTTT TGC TTG ATA 3 Braig et al., 1998

F: foward; R: reverse

Para o conjunto de primers wsp a reagdo consistiu de amostras na
concentracdo de 50 ng, 2 yl de tampdo 10 X (Invitrogen), 1,0 yl de MgCl, (50
¢M), 0,4 pl de uma mistura de nucleotideos (10 yM de cada), 0,5 ul de primer
foward (F) (20 uM), 0,5 ul de primer reverse (R) (20 yM), 0,5 yl da DNA Taq
polimerase (5 U/ul) (Invitrogen), 4gua destilada ou deionizada autoclavada para o

volume final de 20 gl. Os ciclos de amplificagdo foram: um ciclo de 1 min a 94°C, 1
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min a 58°C, 2 min a 72°C, 35 ciclos de 15 s (segundos) a 94°C, 1 min a 58°C, 2 min
a 72°C e um ciclo de 15s a 94°C, 1 min a 58°C, 7 min a 72°C.

O outro oligonucleotideo empregado foi o ftsZ, a reacdo de PCR
empregada consistiu de amostras de DNA na concentragdo de 50 ng, 2 ul de
tampé&o 10 X (Invitrogen), 0,6 ul de MgCl; (50 uM), 0,4 ul de uma mistura de
nucleotideos (10 uM de cada), 0,5 ul de primer F a 10 uM, 0,5 ul de primer R a
10uM, 0,5 pul de DNA Tag polimerase (Invitrogen) (5 U/ul), 4gua destilada ou
deionizada autoclavada adicionada para um volume final de 20 pl. A amplificagdo
para este primer ocorreu com uma desnaturacéo inicial de 4 min a 94°C, um ciclo
de 1 min a 58°C e 2 min a 72°C, 38 ciclos de 15 s a 94°C, 1 min a 58°C e 2 min a
72°C, e outro ciclo de 15 s a 94°C, 1 min a 58°C, com uma extensao final de 7 min
a 72°C.

Para o primer 16S rDNA, a reacdo consistiu em amostras de DNA na
concentragdo de 50 ng, 2,5 pl de tampdo 10X (Invitrogen), 0,75 ul de MgCl;
(50uM), 0,5 pl de mistura de nucleotideos (10mM de cada), 0,35 ul de primer F
(20uM), 0,35 ul de primer R (20 uM), 0,25 pl de DNA Taq polimerase
(Invitrogen) (5 U/pl), &gua destilada ou deionizada autoclavada para um volume
final de 25 ul. O programa de amplificagéo consiste em uma desnaturacéo inicial
de 2 min a 95°C, 35 ciclos de 30 s a 95°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C, com
extensdo de 3 min a 72°C.

Os produtos da amplificacdo foram detectados por eletroforese, na
corrente constante de 110 mA, por aproximadamente duas horas. Em cada
canaleta do gel foram adicionados 5 ul de cada amostra, juntamente com de 3 pl
de TC, em um gel de agarose 1%, com tampéo Tris-Borato EDTA (TBE 1X). O gel
foi corado com brometo de etidio 1%. A visualizagdo foi feita com o sistema de
fotodocumentacéo digital Eagle Eye 11 (Stratagene). Os fragmentos observados
tiveram tamanho de 1043-1055 pb (pares de base) para o primer ftsZ A, 259 pb

para o 16S A rDNA e em torno de 600 bp para o wsp A.
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4.4. Purificagdo da reacdo de PCR, excisdo e purificagdo de fragmento

de gel de agarose

4.4.1. Purificagdo da reacédo de PCR

As purificagdes das reagdes de PCR foram realizadas com o primer wsp
quando se visualizou um unico fragmento no gel de agarose com tamanho em torno
de 600 bp. Para esta purificagéo foi utilizada 2 pl da enzima Exosap (GE) e 8
da reacdo de PCR. Posteriormente, foram levados ao banho maria a 37°C por 33
min, e apds este periodo a outro banho maria a 85°C por 15 min. Apds a
purificacdo, as amostras foram avaliadas quanto a sua concentragdo em

espectrofotometro (NanoDrop ND-1000).

4.4.2. Exciséao e purificacdo de fragmento de gel de agarose

Ao se visualizar e detectar a presenca de mais um fragmento, quando
houve inespecificidade da reagdo, foi realizado a excisdo da banda do gel e
transferida para tubos de 1,5 ml. Apos, foram submetidas a purificagdo com o kit
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification da Amersham Pharmacia Biotech, de

acordo com a metodologia do fabricante.

4.5. Método de Clonagem

Para realizagdo da clonagem o DNA foi ligado ao vetor pGEM-T
(Promega) utilizando-se diferentes volumes DNA conforme a sua concentragéo.
Adicionou-se 1,0 ul da enzima T4 ligase, 3,5 ul tampéo e 0,5 ul do vetor para o
volume final de 7,0 ul. Estes valores foram otimizados a partir do protocolo

original fornecido pelo fabricante, sendo mantida a 16°C por 16 horas.
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Apds este periodo, os 7,0 ul da ligacdo foram adicionados em 50 pl de
células competentes DH5-a de Escherichia coli, preparadas no proprio
laboratoério e transformadas apds choque térmico. Posteriormente, adicionou-se
volume de 600 ul de meio CG (Circle Grow/Bio 101, Inc.) as amostras foram

transformadas, e colocadas em um agitador a 37°C por uma hora.

As amostras que cresceram foram plagqueadas em meio CG contendo
agar, ampicilina (50 mg/ml) e os marcadores X-GAL e IPTG. Apds este
procedimento, foram estocadas em estufa a 37°C overnight. No outro dia, as
colonias brancas, que se esperou conter o insert, foram selecionadas com
ponteiras estéreis, mergulhadas em um mix, previamente preparado com o primer
M13 F e M13 R, e riscadas em outra placa com CG e &gar para producdo de

colonias permanentes.

A reacgdo de PCR com o primer M13 foi otimizada utilizando-se 2,5 pl
de tampédo 10 X (Invitrogen), 1,25 ul de MgCl, (50 uM), 1,25 ul de mistura de
nucleotideos (10 mM de cada), 1,25 ul de primer F (20 uM), 1,25 ul de primer R
(20 uM), 0,10 pl de DNA Taqg polimerase (5 U/ul) e dgua destilada ou deionizada
autoclavada para o volume final de 25 pul. O programa de amplificagio consistiu
em uma desnaturacao inicial de 3 min a 95°C, 35 ciclos de 45 s a 95°C, 45 s a 55°
C e 1 min a 72°C, com extensdo de 5 min a 72°C.

A confirmacdo da presenca do insert foi realizada através de
visualizagdo em gel de agarose a 1%. Os produtos de PCR que continham o
fragmento de DNA de interesse amplificaram bandas com tamanho em torno de
600 bp para wsp A mais uma regido do plasmideo, em torno de 280 bp.

Posteriormente a reagdes de PCR positivas foram purificados
utilizando a enzima Exosap (GE). Em seguida as amostras foram quantificadas em

espectrofotometro (NanoDrop ND-1000).
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4.6. Sequenciamento

Duas reacgfes foram realizadas, uma para o primer F e outra o primer
R, com um volume de DNA na concentragcdo de 100 ng/ul de acordo com o
tamanho do fragmento. Adicionou-se 1,0 ul de Tampé&o de Sequenciamento (Tris-
HCI 1M pH 9.0 e MgCl; 50mM), 2,0 ul Big Dye e 1,00 pul de primer (5 pmol/pl),
agua destilada ou deionizada autoclavada para o volume final de 10 pl.

O programa de amplificagdo consistiu em desnaturacéo inicial de 1 min
a 96°C, 35 ciclos de 10 s a 96°C, 5 s a 50°C e 4 min a 60°C, permanecendo a 10°C.

As sequéncias foram obtidas a partir do sequenciador automatico

modelo 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4.7. Andlise das sequéncias

Os consensos dos reads de cada clone foram montados através dos
programas phred Phrap/consed versdo (ver.) 14.0 (Gordon et al., 1998). Apos,
foram retirados os fragmentos do vetor das sequéncias com o auxilio da
ferramenta vecscreen encontrada no banco de dados NCBI1 (National Center for

Biotechnology Information), http://www.ncbi.nlm.nih.gov e foram inseridas na

ferramenta “blastn” (Altschul et al.,, 1990) do NCBI para se buscar homologia

com Wolbachia.

4.7.1. Andlises de variacdes das sequéncias

Com a confirmagdo da presenca da Wolbachia, as sequéncias foram
alinhadas no programa ClustaX ver. 1.81 para PC (Thompson et al., 1997) e quando
necessario foi realizada a formatacdo manual no programa BIOEDIT (www.

mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), com o auxilio do programa Chromas 1.45
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(1996-1998, Connor McCarthy) (http://www.technelysium.com.au/chromas.hlip).

Em seguida as andlises de distancia genética intra e interpopulacionais foram
determinadas através do modelo de Kimura 2 parédmetros (Kimura, 1980) em que
se excluiram os alinhamentos em gap. As matrizes de distancia foram calculadas
para a construcédo de dendograma com o algoritmo Neighbor-joining (NJ) (Saitou
e Nei, 1986), realizando anédlises de bootstrap com 10000 réplicas através do
software MEGA ver. 4.0.2 (Kumar et al., 2008).

Com o software DnaSP ver. 5.00.05 (Librado e Rozas, 2009) foram feitas
anédlises de nimero de hapldtipos (h), diversidade haplotipica (Hd), a diversidade
de nucleotideos dentro e entre as populagbes (Pi), e por fim a taxa de

diversidade de nucleotideos conforme as substituices sinonimias (SS).



5. Resultados
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5.1. A Quantificacdo do DNA extraido das moscas-das-frutas

Dois métodos de quantificacdo de DNA foram utilizados apés a
extracdo do DNA dos exemplares de Anastrepha. Um desses realizado em gel de
agarose 0,8%, contudo, os valores obtidos ndo foram confiaveis, pois se
basearam na visualizagdo e comparacdo com padrdes de peso molecular conhecido

(figura 4).

8 9 10 11 12 13 14

Figura 4: Quantificacdo em gel de agarose a 0,8%. 1,2 e 3: marcadores com peso
molecular de 50, 100 e 150 ng/ul, respectivamente; 4 a 14: DNA de
Wolbachia extraida de A. sp. 1.

A andlise realizada através do espectrofotémetro apresentou valores
precisos, além de fornecer dados sobre a qualidade do DNA. As amostras que
apresentaram valor de absorbéncia préximo a dois foram utilizadas nas reacfes
de PCR, pois este é o grau indicado para uma boa qualidade do DNA. As médias
dos valores de concentracdo de DNA e absorbancia das amostras de cada regido

estudada podem ser observadas na tabela 3.
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Tabela 3: Quantificagio do DNA de Anastrepha spp. mensurada em
espectrofotdbmetro com média das concentracdes de DNA e dos valores
da relacéo 260/280, de acordo com a regido estudada.

Populacao Amostras Concentracdo DNA (ng/ul) Relacdo 260/280

Jacarei A.sp. 1 559,66 2,05
Serra Negra A.sp. 1 578,82 1,88
Caraguatatuba A.sp.2 317,23 1,70
A. sp. 3 673,92 1,94

5.2. Detecgdo da Wolbachia e Sensibilidade dos primers

Os testes realizados com os primers 16S rDNA, wsp e ftsZ séo

apresentados a seguir:
5.2.1. Primer 16S rDNA

As amostras das trés regides estudadas foram testadas com o primer
16S rDNA, onde se detectou a presengca da bactéria Wolbachia gerando

fragmentos em torno de 259 bp (figuras 5, 6 e 7).
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Figura 5: Gel de agarose 1% com individuos da populacdo de Jacarei. (A) Primer 16S A
rDNA. (B) Primer 16S B rDNA. 1: Ladder 100bp; 2 a 13: individuos A. sp. 1.
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Figura 6: Gel de agarose 1% com individuos da populacdo de Caraguatatuba. (A) Primer 16S A
rDNA. (B) Primer 16S B rDNA. 1: Ladder 100bp; 2 a 5: individuos A. sp.2 , 6 a 10:
individuos A. sp.3; 12: Controle positivo com o primer 16SA e B rDNA; 13: Controle
negativo.

259 —> — _—

Figura 7: Gel de agarose 1% com o primer 16S A rDNA
com os individuos da populacdo de Serra Negra.
1: Ladder 100bp; 2 a 6: individuos A. sp.l; 7:
Controle negativo.
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5.2.2. Primer wsp

Com a utilizacdo do oligonucleotideo wsp também foram detectadas a

presenca da Wolbachia nas 74 amostras (figuras 8 e 9), assim como observado

com o primer 16S rDNA.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

600 —>

Figura 8: Gel de agarose 1% com o primer wsp A com individuos da
populacdo de Jacarei. 1: Ladder 100bp; 2 a 11: individuos A.
sp.1, 12: Controle negativo.

6 7 8 9 10 11 12 13 14

duos da populacdo de
Caraguatatuba; 1: Ladder 100bp; 2 a 5: individuos A. sp.2; 6 a 13:
individuos A. sp.3; 14: Controle negativo.
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5.2.3. Primer ftsz

As primeiras amostras a serem testadas com o primer ftsZ foram da

populagdo de Jacarei da espécie A. sp. 1 (figura 10).

L . - -

Figura 10: Gel de agarose 1% com o primer ftsZ A com individuos
da populagdo de Jacarei. 1: Ladder 100bp; 2 a 9:
individuos A. sp.l. Setas indicam a presenca de
fragmento.

Os testes posteriores realizados com o primer ftsZ passaram por

diversas alteracdes nos protocolos de PCR, e seréo apresentadas a seguir:

5.2.3.1. Alteragbes nas reacdes de PCR com o primer ftsZ

O primer ftsZ é amplamente estudado em Wolbachia, e devido a sua
baixa sensibilidade na deteccdo da bactéria em Anastrepha, neste trabalho
procurou-se otimizar o protocolo de PCR, fazendo alteragdes nas concentracgdes
de DNA, MgCl,, dNTPs, primers, DNA Taq polimerase e qualidade do DNA

utilizado, na tentativa de reducéo dos falsos negativos.
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As mudancas realizadas na reacdo de PCR com o primer ftsZ séo
apresentadas na tabela 4. Inicialmente alterou-se o volume de DNA, utilizando
diferentes valores a partir dos 5 ul (50ng/ul) empregados anteriormente. No
entanto, foi detectada Wolbachia em 27% das amostras da populagdo de Jacarei
com um volume de 3 ul de DNA (50ng/ul) (tabela 5). Com a obtencdo destes
resultados adotou-se o volume de 3 pul (50ng/ul) nas reacdes em seguida
propostas.

Os protocolos de Il a VI (tabela 4) ndo permitiram a deteccgéo de

Wolbachia (figura 11), demonstrando a ineficiéncia destas alteracoes.

100%
90% - W wsp
80% - 165 rDNA
70% - -
60%
i
50% -
m il
40% 1
, Y
30% -
20% 1 Y
10% - VI
0% - T T T -1 -I -r -I -r T i mVi
N
& ¥ YN S S VI
<
&

Figura 11: Porcentagem de deteccdo da bactéria Wolbachia nas espécies de moscas-das-
frutas utilizando os primers 16S rDNA, wsp e os diferentes protocolos utilizados
com o primer ftsZ (indicados de 1 a VIII).



Tabela 4: Alterag6es no protocolo de PCR com o primer ftsZ, identificados por 1 a VI11I.

Reacdo de PCR Reagentes Concentragao Volume (pl)
| DNA 50 ng/pul 3,00
11 MgCl, 50 mM 0,50

DNA 50 ng/pul 3,00

Primer F 8 uM 0,50

111 Primer R 8 uM 0,50
DNA 50 ng/ul 3,00

v MgCl, 50 mM 0,50
Primer F 8 uM 0,50

Primer R 8 uM 0,50

DNA 50 ng/pul 3,00

DNTP 10 mM 0,50

\Y MgCl, 50 mM 0,50
DNA 50 ng/pul 3,00

DNTP 10 mM 0,50

MgCl, 50 mM 0,50

VI Primer F 8 uM 0,50
Primer R 8 uM 0,50

DNA 50 ng/pul 3,00

VIl DNA Taq polimerase 1 unidade 0,25
DNA 50 ng/pul 3,00

VI DNA fresco 50ng/ul 5,00

Tabela 5: Porcentagem de deteccao da Wolbachia com as alteracgbes feitas

nos protocolos utilizando o primer ftsZ, indicados de 1 a VIII.

Protocolos Populagdes Total
Jacarei Serra Negra Caraguatatuba
1 27% - - 4%

1 - - - -

i - - - -

v - - - -

V - - - -

\! - - - -
VIl 63,33% 42,10% 42,50% 44,90%
VI - 55% n 20,16%

(-): 100% de auséncia de fragmento; (n): amostras ndo testadas com protocolo.
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Com a modificacdo do volume da enzima DNA Tag polimerase e do
numero de ciclos da reacédo de PCR, de 35 para 40 (para aumentar o nimero de
fragmentos de DNA gerados), diagnosticou-se Wolbachia em 44,90% das
amostras (tabela 5 e figura 11). Porém, este protocolo, ao ser utilizado com os
mesmos individuos em reacdes diferentes ndo apresentou repeticdo de

resultados (figura 12A e B).

]
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Figura 12: Gel de agarose 1% com exemplares de A. sp. 1 da populacdo de Jacarei
utilizando o protocolo VI com o primer ftsZ. (A) 2a5: A . sp.l; (B) 2 a
13: A. sp.l; interrogagdo (?): baixa repetibilidade dos dados, com
auséncia de fragmento que era observado na figura A, no mesmo
individuo. 1: Ladder 100bp; Setas: presenca de fragmento.

A qualidade do DNA foi testada com material fresco, utilizado um dia
apos a extracdo, com as amostras de Jacarei e Serra Negra (tabela 4). Nas
reacles anteriores estava-se empregando DNA armazenado por um periodo
maior que sete dias a uma temperatura de -20° C, o que poderia prejudicar a
gualidade deste DNA. Um total de 20,16% de presenca da Wolbachia foi
observado na reacdo de PCR com o primer ftsZ nas amostras de DNA fresco

(tabela 5).
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5.3. Analise das popula¢gbes de Anastrepha quanto aos supergrupos

A trés populagbes de moscas-das-frutas apresentaram infecgdo com
Wolbachia como observado anteriormente. Além disso, foram analisadas quanto
ao supergrupo A e B da bactéria com conjuntos de primerswsp A e B, 16S Ae B
rDNA e ftsZ A e B.

Na figura 13, observa-se que os primers 16S A e B rDNA e os primers
ftsZ A e B detectaram somente infecgcdo com o supergrupo A. Porém, o primer
wsp indicou também a presenca do supegrupo B de Wolbachia (Figura 14B), mas
estes dados ndo foram considerados, pois o oligonucleotideo wsp apresenta
reacdo cruzada, isto é o marcador wsp B apresenta regidao homologa ao do wsp A.
Somente se consideraria estes resultados se 0s outros primers empregados

também detectassem o mesmo tipo de supergrupo nas amostras estudadas.

Jacarei, Serra Negra e Caraguatatuba
‘{100% ,

100% -—# L6SrDNA A
B 165rDNAB

W owsp A

W wsp B

W ftsZ A

P ftsz B

20% 100%

Figura 13: ldentificacdo dos supergrupos A e B de Wolbachia com conjuntos de primers 16S
A e B rDNA, wsp A e B e ftsZ A e B, nas Anastrepha spp. populacdes estudadas.
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Figura 14: Gel de agarose 1% com a populacédo de A. sp. 1 de Serra Negra. (A)
primer wsp A. (B) primer wsp B. 1: Ladder 100bp; 2 a 6: individuos
A. sp.l.

5.4. Analises das sequéncias

Os fragmentos gerados com a utilizacdo do primer wsp A nas 74
amostras de Anastrepha foram clonados, sequenciados e submetidos ao
GeneBank, o que permitiu confirmar a correspondéncia destes fragmentos como
sendo de Wolbachia. Além disso, estes resultados foram utilizados para avaliar
os polimorfismos das diferentes sequéncias de DNA amplificadas nas populacdes

estudadas.

Seis sequéncias apresentaram baixa homologia com o genoma da
Wolbachia devido o cromatograma ter apresentado uma grande quantidade de
picos sobrepostos, dificultando a analise dos dados. Estes resultados persistiram
mesmo apds diferentes alteragcdes nos protocolos de PCR, clonagem e

sequenciamento.
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5.4.1. Amplificacdo de sequéncias ndo relacionadas ao gene wsp

Os fragmentos gerados com o primer wsp das 68 amostras foram
comparados no banco de dados NCBI, e observou-se que seis destas sequéncias
nao foram homologas ao gene wsp.

Das seis sequéncias, trés obtidas de individuos da populacdo Jacarei e
duas da populagdo de Caraguatatuba das moscas da espécie A. sp. 3,
apresentaram similaridade com sequéncias de transposon tipo mariner de
Bactrocera tryoni, acesso AF349132. Uma amostra da populagdo Caraguatatuba
(A. sp. 2) teve similaridade com sequéncia de transposon tipo mariner em

Ceratitis rosa, com acesso AY426626 (tabela 6).

Tabela 6: Individuos que tiveram similaridade com outra sequéncia que ndo o gene wsp de

Wolbachia.
Populacao Espécie N. ind. Supergrupo* Similaridade Acesso
Jacarei A.sp. 1 3 A Transposon mariner de  AF349132
Bactrocera tryoni
A.sp. 2 1 A Transposon mariner de  AY426626
Caraguatatuba Ceratitis rosa
A.sp. 3 2 A Transposon mariner de  AF349132

Bactrocera tryoni

N.: nimero, ind.: individuos, *: Referente a analises realizadas via PCR.

5.4.2. Andlise das diferentes populagdes de Anastrepha quanto as

linhagens de Wolbachia detectadas

Na tabela 7 estéo representadas as diferentes linhagens de Wolbachia

encontrada nas populagées estudadas.
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Tabela 7: Linhagens de Wolbachia detectadas nas diferentes populagées de Anastrepha.

Populagao Espécie Linhagem ACESSO  Similaridade Total
Jacarei A.sp.1 B. pahangi (Bp-1-1001) AY527208.1 96% 100%
SerraNegra  A.sp.1 B.pahangi (Bp-1-1001) AY527208.1 96% 21,05%
A. sp. 2 (WAsp2B) EU116316.1 99% 78,95%

Caraguatatuba A. sp.2, B. pahangi (Bp-1-1001) AY527208.1 96% 61,1%
A.sp. 3 A. sp. 2 (WAsp2B) EU116316.1 98% 38,9%

De 10 individuos, sete (70%) das sequéncias geradas a partir das
bactérias encontradas nas moscas da populacdo de Jacarei, apresentaram
similaridade com uma Unica linhagem da bactéria presente no hospedeiro
nematoide Brugia pahangi (Bp-1-1001) (tabela 7 e figura 15), e 30% apresentaram

altos valores de similaridade com elementos transponiveis

A populagdo de Serra Negra apresentou duas diferentes linhagens de
Wolbachia (tabela 7). Destas, 78,95% apresentaram similaridade de 99% com
Wolbachia encontradas em Anastrepha sp. 2 (wAsp2B), e 21,05% apresentaram

similaridade de 96% com Wolbachia de Brugia pahangi (Bp-1-1001).

A populagdo de Caraguatatuba apresentou duas linhagens de
Wolbachia, uma pertencente a Brugia pahangi (Bp-1-1001) e outra a A. sp. 2

(wAsp2B), com valores de similaridade 96% e 98%, respectivamente (tabela 7).

As amostras estudadas apresentaram maior grau de infec¢cdo com a
linhagem de Wolbachia Bp-1-1001, e 46% das amostras apresentaram linhagem de

Wolbachia wAsp2B (figura 15).
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% Linhages de Wolbachia
46%

m B. pahangi (Bp-1-1001)
WA sp. 2 (wAsp2B)

—~64%

Figura 15: Linhagens de Wolbachia detectadas nas populacGes de Anastrepha.

5.5. Analises das sequéncias das Wolbachia encontradas nas

Populacdes de mosca-das-frutas do género Anastrepha

Os dados apresentados foram realizados com 62 amostras, uma vez
que foram excluidas 12 amostras referentes as sequéncias de baixa qualidade

para andlise, e sequéncias que apresentaram homologia com transposon.

As analises de distancia genética foram realizadas no software MEGA
ver. 4.0.2 utilizando como parametro o algoritmo de Kimura (Kimura 2-
parametros), que considera a ocorréncia de transicfes e transversdes, dando
pesos diferentes para estas duas modificacbes. Para a construcdo dos

dendograma foi utilizado o método de NJ.

O software DnaSP ver. 5.00.05 foi utilizado para se estimar o nimero
de haplotipos encontrados (h), diversidade haplotipica (Hd), a taxa de
diversidade de nucleotideos (Pi) e a diversidade de nucleotideos de acordo com
as substituicdes sinbnimas (SS) através das analises inter e intrapopulacionais

demonstradas a sequir.
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Com as comparacOes realizadas entre as sequéncias da Wolbachia

encontradas nas populagdes de Anastrepha, pode-se observar como estavam

distribuidos as linhagens de Wolbachia em cada populacéo.

A populacéo de Jacarei teve média dos valores de distancia de 0, 298

(figura 16), e o individuo JAspl-4 apresentou menor similaridade com as

sequéncias desta populacéo.
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Figura 16: Arvore obtida a partir do método NJ com bootstrap de 10000 repeticdes,
baseada no gene wsp, demonstrando a distancia entre as Wolbachia da
populagéo de Jacarei (A. sp. 1-2, 3, 4, 5, 6, 8 e 11). Os valores de bootstrap

sdo indicados antes de cada no.

A populacdo de Serra Negra ja havia sido diagnosticada com as duas

linhagens de Wolbachia. As analises com o método de Kimura detectaram altos

valores de disténcia (média de 0, 895), visto que as sequéncias sdo distintas

entre si. Na figura 17 pode-se observar a formagdo de dois grupos, um no ramo

inferior com quatro individuos infectados com a linhagem de Wolbachia de

nematoide (Bp-1-1001) (identificados como “Bru”), e outro no ramo superior com

a linhagem de Wolbachia de A. sp. 2 (wAsp2B) (indicados por “Mos”).
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Ao analisar a subpopulagdo “Bru” foi encontrado altos valores de
distancia relacionados ao individuo Aspl-10, os outros individuos apresentaram
alta similaridade de 99%. Ja no subgrupo “Mos” houve homologia das sequéncias
de 50,5%, isto se deve ao fato da formacgéo de dois grupos, um no ramo superior
com similaridade de 99,3% e distancia média de 0,007, e outro no ramo inferior

com similaridade de 99,7% e distancia média de 0,003 (figura 17).
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Figura 17: Arvore obtida a partir do método NJ com bootstrap de 10000 repeticdes, baseada no
gene wsp, demonstrando a distancia entre as Wolbachia da populacdo de Serra Negra
(A. sp. 1- 1 a 19). “Mos”: grupo ramos superior; “Bru”; grupo ramo inferior. Os valores
de bootstrap sdo indicados antes de cada né.
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Na figura 18 observa-se que na populagéo de Caraguatatuba formaram-
se dois grupos distintos. Um no ramo superior, em que se observou intima relacéo
entre os individuos infectados com linhagem de Wolbachia de nematdide (Bp-1-
1001) (indicado como “Nem”), e no ramo inferior ha um grupo formado com as
sequéncias das Wolbachia com a linhagem de A. sp.2 (wAsp2B) (indicados como
“Fly”).

Na subpopulagéo “Nem” a similaridade das sequéncias foi de 63,2%,
com distancia entre a linhagem de Wolbachia encontrada de O, 368, estes
valores estdo relacionados as ramificacbes observadas na figura 18, que se
formaram devido a diferencga entre as sequéncias das linhagens de Wolbachia de
nematoide. Os individuos do ramo superior apresentaram distancia média de
0,014, com similaridade de 98,6%, e na outra bifurcagcédo a similaridade foi de
98,4% com distancia média de 0,016.

Na subpopulacéo “Fly” a similaridade foi de 72%, com distancia média
de 0,280, e do mesmo modo que a subpopulacdo “Nem”, foram observadas
ramificacdes conforme o tipo de sequéncia encontrada na linhagem Wolbachia
referente a mosca (wWAsp2B). Entre os individuos Asp3-18 e 19 houve
similaridade de 99%, com distancia média de O, 010, ja& no ramo inferior a

similaridade teve valores correspondentes a 100%.
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Figura 18: Arvore obtida a partir do método NJ com bootstrap de 10000 repeticdes,
baseada no gene wsp, demonstrando a distancia entre as Wolbachia da populacao
de Caraguatatuba (A. sp. 2 e A. sp. 3). “Nem”: grupo do ramo superior; “Fly”:
grupo do ramo inferior. Os valores de bootstrap sédo indicados antes de cada né.
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Através das andlises intrapopulacionais, observou-se que as populagbes
de Serra Negra e Caraguatatuba apresentaram altos niveis de diversidade de
nucleotideos (Pi) e de substitui¢cdes sinonimias (SS) entre as sequéncias do gene
wsp de Wolbachia analisadas (tabela 8). Cada uma destas populagdes é
constituida por duas linhagens diferentes de Wolbachia (wAsp2B e Bp-1-1001), o
gue aumenta sua diferengca conforme Pi e SS. Ao avaliar suas subpopulagées
houve destaque de uma em cada populacéo, a “Mos” e a “Nem”.

Os valores de Pi e de SS observados foram semelhantes, com excecéo
da populagéo de Serra Negra e de Caraguatatuba, devido as diferentes linhagens
de Wolbachia existentes nestas populagbes (tabela 8). Estes valores seréo
melhores explorados ao se analisar os diferentes padrbes de sequéncias

referentes as linhagens de Wolbachia encontradas.

Tabela 8: Valores de diferenciagdo genética calculados através do programa DnaSP Ver.5.00.05.

Jacarei Serra “Bru” “Mos” Caraguatatuba “Nem” “Fly”
Negra
Diversidade de nucleotideos 0,165 0,418 0,278 0,281 0,413 0,203 0,153
(Pi)
Diversidade de 0,168 0,464 0,291 0,330 0,450 0,207 0,179
nucleotideos(Pi) conforme
SS

5.5.2. Analises Interpopulacionais

As andlises a seguir foram realizadas através de comparacdes das
populacgdes estudadas.

A partir da comparacdo das sequéncias de Wolbachia das populagdes,
foi construido um dendograma representado na figura 19, e formaram-se dois
grupos distintos com altos valores de distancia entre estes. Estes grupos

organizaram-se conforme a linhagem da Wolbachia, um observado no ramo
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superior, constituido somente por moscas que apresentaram a mesma linhagem de
Wolbachia Bp-1-1001 (nematdide) (indicado por “Bgi”). O segundo grupo, no ramo
inferior (indicado por “Asp”), foi composto por linhagens de Wolbachia
pertencentes A. sp. 2 (WAsp2B). As médias das distancias dentro dos grupos
“Bgi” e “Asp” foram de 0, 348 e 0, 493 respectivamente.

Além disso, observou-se que toda a populagcdo de Jacarei esta
agrupada em “Bgi”, juntamente com as outras linhagens de Wolbachia referente
a B. pahangi (Bp-1-1001) das popula¢des de Serra Negra e Caraguatatuba. Com
isso, o grupo “Asp” foi constituido pelas populagcdes de Serra Negra e
Caraguatatuba.

O subgrupo “Bgi” formou dois ramos, o inferior teve 98,5% de
similaridade; o individuo Asp3-13 apresentou as maiores distancias de 0, 014 a
0,019. A bifurcacdo superior apresentou distancia média de O, 014, com
similaridade de 98,6%. Portanto, ao se subdividir o grupo “Bgi” e analisa-lo
conforme as divisdes observadas a similaridade foi maior que a apresentada no
grupo maior, que foi de 65,2%.

A similaridade observada no grupo “Asp” foi de 50,8%, e também
houve distribui¢cdo em dois grupos como em “Bgi” (figura 19). No ramo inferior a
similaridade foi de 99,4%, sendo que os individuos reunidos na parte superior
deste agrupamento foram idénticos entre si, assim como os individuos Aspl-2, 8,
11, 14 e 19. Dentro deste mesmo subgrupo, o individuo Aspl-13 apresentou 0s
maiores valores de distancias médias de 0, 003 a 0, 014 comparado com 0S

outros individuos.
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Figura 19: Arvore obtida a partir do método NJ com bootstrap de 10000 repeticdes, baseada no
gene wsp, demonstrando a distancia entre as popula¢cdes de moscas contendo Wolbachia.
Jacarei: JAspl; Serra Negra: Aspl; Caraguatatuba: Asp2 e Asp 3; “Asp”: subgrupo superior;
“Bgi”: subgrupo inferior, wBjc, wBsp, wAnc e wAsc: agrupamentos que deram origem as novas
linhagens. Os valores de bootstrap sdo indicados antes de cada no.
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Na tabela 9 estdo indicadas as taxas de diversidade de nucleotideos
(Pi) das sequéncias do gene wsp de Wolbachia, ao se comparar as populagdes
estudadas. Os valores de Pi entre Jacaréi e Caraguatatuba foram menores
comparando-se Jacarei e Caraguatutaba a Serra Negra, demonstrado as

sequéncias mais similares.

Tabela 9: Taxa diversidade de nucleotideos (Pi) das sequéncias do gene wsp de Wolbachia
ao se comparar as diferentes populagbes de moscas-das-frutas.

Jacarei “Bru” “Mos” “Nem”  “Fly” Serra  Caraguatatuba
Negra
Jacarei - 0,187 0,448 0,190 0,397 0,462 0, 389
Bru 0, 187 - 0,418 0,204 0,352 - 0, 403
Mos 0, 448 0, 418 - 0,442 0,272 - 0, 456
Nem 0, 190 0,204 0,442 - 0,413 0,431 -
Fly 0,397 0,352 0,272 0,413 - 0, 358 -

5.5.3. Analises das Sequéncias conforme a linhagem de Wolbachia

Ao comparar as duas linhagens de Wolbachia das trés populagdes de
Anastrepha foi observado um total de 42 haplotipos com altas taxas de
diversidade haplotipica (tabela 4). Estas linhagens de Wolbachia encontradas
apresentaram dois tipos de sequéncias para cada uma, o0 que gerou altas taxas de
diversidade, e a partir disso, foram realizadas analises conforme o tipo de

sequéncia.

5.5.3.1. Andlises da Linhagem de Wolbachia caracterizada como

Wolbachia de A. sp. 2 (wAsp2B)

Dois tipos de sequéncias foram encontrados na linhagem de Wolbachia
caracterizada como de A. sp. 2 (WAsp2B), as quais foram denominadas wWAscC e

wANC.



76

A linhagem wAsc foi correspondente aos individuos encontrados no
ramo inferior do grupo “Asp”, e wAnc a ramificacdo superior do grupo “Asp”
(figura 19). Ambas as linhagens apresentaram grande similaridade das suas
sequéncias ao serem avaliados separadamente, conforme ja observado.

Ao observar uma frequéncia relativa maior que 1,00% de uma sequéncia
com diferentes mutacdes, pode-se considerar diferentes haplotipos nas
linhagens de Wolbachia encontradas.

Um total de trés haplétipos foram encontrados na linhagem wAsc, e
baixo valor Pi (tabela 10). Além disso, foram identificadas duas substituicbes
sinbnimas (SS) e seis substitui¢cdes ndo sindnimas (NSS) (tabela 11), sendo que os
individuos que possuiram maior nimero de mutacdes foram Aspl-2, 8, 11, 14, 19,

pertencentes populacdo de Jacarei.

Tabela 10: Média dos valores de diversidade genética calculados através do
programa DnaSP Ver.5.00.05.

wAsC wAnNc wBsp wBjc
N°de haplétipos (h) 3 8 7 25
Diversidade Haplétipica (Hd) 0,522 0,945 1 0,994
Diversidade de nucleotideos (Pi) 0,006 0,007 0,014 0,013
Diversidade de Nucleotideos (Pi) 0,008 0,012 0,025 0,017
conforme SS

Tabela 11: Posicdes de sitios polimérficos e total de individuos com estes polimorfismos na
linhagem wAsc.

1 A C A G A T G A 11 64,7%
2 G T G A C A A T 5 29,4%
3 : T G . . . . . 1 5,9%
Posicdo dos sitios 55 165 255 281 286 292 296 316
variaveis

*FR: Frequéncia relativa dos haplétipos observados na linhagem indicada.
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A linhagem wAnc apresentou oito tipos de hapldtipos e valor de Pi
semelhante a wAsc (tabela 10), gerando um total de quatro SS e oito NSS
(tabela 12), e os individuos que apresentaram maior numero de substitui¢cdes

foram Aspl-12 e 16.

Tabela 12: Posi¢Bes de sitios polimdrficos e total de individuos com estes polimorfismos na
linhagem wAnNc.

1 A A A © T T T C T A T 1 9%
2 G . C T A G C 1 9%
3 T C T . C 1 9%
4 G C T A C 2 18,3%
5 A C T A . C 2 18,3%
6 C T A G C 1 9%
7 G C 1 9%
8 . . . . . . . . . . C 2 18,3%
Posicdo dos 153 167 202 203 218 263 282 283 290 516 523
sitios
variaveis

*FR: Frequéncia relativa dos hapl6tipos observados na linhagem indicada.

Na tabela 13 podem ser observadas a quantidade de posicdes de sitios
variaveis comparando-as as regides hipervariaveis (HVRs), propostas por Baldo et
al. (2005) nas linhagens wAsc e wAnc. Somente a linhagem wAnc apresentou
maior similaridade entre as suas posi¢es de sitios variaveis e as HVRs (figura
20B), e trés mutagbes ndo se encontravam nas regifes analisadas (263, 282 e

283), assim como em wAsc (255, 281 e 286).
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Tabela 13: Posicdes de sitios variaveis nas linhagens de Wolbachia conforme as HVRs propostas
por Baldo et al. (2005).

HVRs N. de posicbes de sitios variaveis nas Linhagens
Wolbachia
WASC wAnNc wBjc wBsp
HVR I (O - 90 bp) 1 - 12 4
HVR I1 (150 - 225 bp) 1 5 11 6
HVR 111 (300 - 375 bp) 3 1 9 5
HVR 1V (450 - 540 bp) - 2 12 11
HVRs: Regibes hipervariaveis; N.: nimero
A
0.025 —0.025p; i
0.02 ,‘II. .I'\I 0.02 -
0,015 | 0,015 -
Pi f | Pi
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Posicdes dos nucleotideos wAsc Posicoes dos nucleotideos wAnc
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0.025 I
0.02 S
/ 002
/ {
e 440 AN / 0.015 1 : '
Pi LT Pi '
001 b X /N 0.0
0,005 0.005
0 0.
0 200 400 600 0 200 a0 500
Posicoes dos nucleotideos wBjc Posicoes dos nucleotideos wBsp

Figura 20: Diversidade de nucleotideos (Pi) conforme as posi¢cdes dos nucleotideos nas
diferentes linhagens de Wolbachia. (A) Pi conforme posicéo dos nucleotideos em wAsc.
(B) Pi conforme posicdo dos nucleotideos em wAnc. (C) Pi conforme posicdo dos
nucleotideos em wBjc. (D) Pi conforme posicdo dos nucleotideos em wBsp.
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5.5.3.2. Andlises da Linhagem de Wolbachia caracterizada como

de B. pahangi (Bp-1-1001)

As sequéncias referentes ao gene wsp homologas a linhagem de
Wolbachia encontrada no nematdide B. pahangi (Bp-1-1001) apresentaram dois
tipos de sequéncias diferentes, e foram denominadas wBsp e wBjc.

A linhagem wBsp representa os individuos da ramificacdo inferior do
grupo de “Bgi”, e wBjc os individuos do ramo superior do grupo “Bgi” (figura 19).
Estas linhagens foram analisadas separadamente anteriormente e apresentaram
grande similaridade nas suas sequéncias.

Observou-se 25 hapldtipos em wBjc e sete em wBsp, porém os valores
de Pi foram semelhantes entre as duas linhagens (tabela 10). Em wBsp observou-
se 22 NSS e sete SS representadas no tabela 14, conforme distribuigdo nos
respectivos haplotipos. J& em wBjc apresentou 23 SS e grande nimero de NSS
(tabela 15).

As analises comparativas das posi¢des de sitios variaveis das linhagens
de Wolbachia wBsp e wBjc e as HVRs, apresentaram maior quantidade de
mutacgOes (tabela 13 e figura 20C e D). Trés mutagfes da linhagem wBsp (247,
398 e 421) e 21 mutacgdes da linhagem wBjc (111, 116, 134, 241, 252, 254, 260,
264, 266, 271, 273, 276, 278, 281, 391, 395, 397, 404, 405, 411, 428), ndo se

encontraram nas regides hipervariaveis analisadas.
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Tabela 14: Posig6es de sitios polimérficos e total de individuos com estes polimorfismos na linhagem wBsp.

1 A C C T A A G A A A T C T G T G A G C G

2 G . T . A A

3 T T G . A

4 T C G . C A A A

5 T G A G . . . . A A . . . .

6 T G . . T A A A . . A .

7 . . T . . . . . . . . . A A . A G . . .
Posicdo dos 36 37 71 87 145 147 148 154 176 236 247 295 320 326 348 362 398 421 454 455

sitios

variaveis




Tabela 14: Posigbes de sitios polimérficos e total de individuos com estes polimorfismos na linhagem wBsp.

1 G T T © A G

2 C :

3 ©

4 : C T

5 T ©

6

7 : : : : : :
Posicao dos sitios 486 494 512 537 539 544

variaveis

A A
G

G :

547 552

G

561

N N

Continuagéo

14,3%
14,3%
14,3%
14,3%
14,3%
14,3%
14,3%

*FR: Frequéncia relativa dos hapl6tipos observados na linhagem indicada.
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Tabela 15: Posigbes de sitios polimérficos e total de individuos com estes polimorfismos na linhagem wBjc.

© 0o ~NO 0Ol WDN P

NNNNNRRRRRRERRRRER
RWNRPOOOONOUMWNIERERO

25
Posicéo dos
sitios variaveis

T T T T
c . . A
c . A

A

>>> > -

>>>>-

> .

32 37 38 47

T ¢ T A G T A A C A C A T A A T T T T C G G

G T
. G
c . G A
T . G
A G . c
G . A
A .
C G .
G c .
G . A
c .
C .
. T
T
T
G

57 58 69 71 73 79 95 98 111 116 134 142 154 158 159 191 201 207 219 220 222 224

82
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C
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238 241




83

Tabela 15: Posigbes de sitios polimérficos e total de individuos com estes polimorfismos na linhagem wBjc. Continuacao

© 00~NO UL~ WDNP

o
N RO

BRRBEELERES
®
(@)
(@)
—
OO0 OO0 000000000000 00O0O0:-

N
N

Posicdo 252 254 260 264 266 271 273 276 278 281 285 290 306 310 332 336 348 361 372 375 376 379 391 395 397

dos sitios
variaveis
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Tabela 15: Posig6es de sitios polimérficos e total de individuos com estes polimorfismos na linhagem wBjc. Conclusao

1 © T T © T A G T © A G T G T A A A T G 1 3,85%
2 . A 1 3,85%
3 A A 1 3,85%
4 A 1 3,85%
5 © A 1 3,85%
6 A . 1 3,85%
7 . A . G G A . 1 3,85%
8 G A A A A 1 3,85%
9 G A A A A 1 3,85%
10 G A A A A 1 3,85%
11 A 1 3,85%
12 G A 1 3,85%
13 T A G 1 3,85%
14 A 1 3,85%
15 A . 1 3,85%
16 A C . C 1 3,85%
17 T A . 1 3,85%
18 A C 1 3,85%
19 A A . 1 3,85%
20 . G A A 1 3,85%
21 © T . A . 1 3,85%
22 T G A A 1 3,85%
23 . . . . . . . . . . A 1 3,85%
24 . . . . . . . . . G A 2 7,6%
25 1 3,85%

Posicdo dos 404 405 411 428 445 455 481 490 496 499 520 533 537 539 543 549 558 561 564

sitios variaveis

*FR: Frequéncia relativa dos hapldtipos observados na linhagem indicada.



6.Discussao
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Este trabalho detectou a infeccdo por Wolbachia em todas as
amostras de moscas-das-frutas do género Anastrepha. Resultados semelhantes
foram observados com diferentes espécies de Anastrepha procedentes de
diversas regides do Brasil por Coscrato et al. (2009). No trabalho de
Mascarenhas (2007) foram observadas também altas taxas de infeccdo por
Wolbachia em moscas do género Anastrepha, representando 83% dos insetos
avaliados. Werren et al. (1995b) demonstraram que dentre oito ordens
estudadas, os dipteros estéo entre os grupos com maior grau de infecgdo com
Wolbachia.

Kittayapong et al. (2000), ao detectarem um menor nimero de moscas-
das-frutas infectadas por Wolbachia sugerem alguns fatores que podem estar
influenciando esta baixa infecgdo. Estes fatores podem ser explicados pela
transferéncia vertical, que pode ndo estar ocorrendo eficientemente, pela
ocorréncia de combate natural a bactéria, queda na adaptacéo dos individuos com
Wolbachia comparada aos néo infectados, e migragdo por longas distancias do
hospedeiro que ndo colaboram com a manutencéo da bactéria no organismo.

A identificagdo da Wolbachia foi realizada através dos primers 16S
rDNA, ftsZ e wsp para se diagnosticar esta bactéria de forma precisa quanto a
sua presenca nas Anastrepha. Os oligonucleotideos 16S rDNA e wsp tem sido
demonstrados como os mais sensiveis na detec¢do da Wolbachia em moscas-das-
frutas (Kittayapong et al, 2000; Jamnongluk et al, 2002; Riegler e Staufer 2002;
Sun et al, 2004; Rocha et al, 2005; Coscrato, 2006), diferentemente do primer
ftsZ, que apresentou problemas de baixa sensibilidade, gerando falsos negativos
(Werren e Windsor, 2000; Jeyaprakash e Hoy, 2000; Hong et al, 2002).

Inicialmente, o primer ftsZ foi descrito por Werren e colaboradores
(1995a e b), como um marcador para ser utilizado nos estudos de transferéncia
horizontal, para esclarecer as possiveis alteragbes reprodutivas que poderiam

ser causadas pela presenca da Wolbachia, permitindo assim, classificar a que
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supergrupo a bactéria pertence sem haver necessidade da combinacdo de
primers. A utilizagdo deste primer nas trés populagdes de moscas-das-frutas nédo
foi eficiente na detecgédo da Wolbachia, mesmo ao otimizar os protocolos de PCR
a partir de algumas sugestfes observadas.

Jeyaprakash e Hoy (2000) trabalhando com diversas espécies de
artropodes propuseram que o DNA presente na reacdo interferiria na atividade
da DNA Tag polimerase, criando falsos negativos. Porém, ao se realizar
alteracdes conforme protocolo VII, um valor de 44,90% das amostras de
moscas-das-frutas foram detectadas com Wolbachia, e esta alteracédo
apresentou uma baixa repeticdo dos dados ao se utilizar a mesma amostra com
igual protocolo. Werren e Windsor (2000), e Cheng et al. (2000) sugeriram que a
baixa qualidade de DNA seria um dos problemas para o anelamento do primer
ftsZ, contudo ao se utilizar DNA fresco, somente 20,16% das amostras foram
detectadas com Wolbachia, diferentemente do observado ao utilizar o mesmo
DNA com os genes 16S rDNA e wsp.

A partir dos resultados observados com as alteragdes nos protocolos
de extracgéo e amplificacdo de DNA para utilizagio do primer ftsZ, fica evidente
sua baixa eficiéncia em anelar nas regifes descritas, ocorrendo a necessidade de
redesenha-lo para que possa ser utilizado na avaliagdo da presenca da Wolbachia
em Anastrepha.

A caracterizacdo dos supergrupos da bactéria Wolbachia encontrada
nas diferentes populagdes de Anastrepha com diferentes conjuntos de primers
utilizados, detectou a infecgcdo em todas as moscas estudadas pelo supergrupo A.
Esta grande frequéncia de bactéria do supergrupo A esta de acordo com estudos
realizados em Anastrepha por Coscrato et al. (2009) e Mascarenhas (2007), além
do que ja tém sido relatado em diferentes artropodes (Werren et al., 1995a;

West et al., 1998; Shoemaker et al., 2002).
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Com a utilizacdo do primer wsp B, foram identificados alguns
individuos pertencentes ao supergrupo B da Wolbachia, porém com a utilizagdo
dos primers 16S B rDNA e ftsZ B ndo foi detectado nenhum individuo
pertencente a este supergrupo. Os fragmentos gerados a partir do
oligonucleotideo wsp B possuem uma regido homologa ao gene wsp A, levando a
uma reacdo cruzada. Kittayapong e colaboradores (2000) relataram o mesmo
mecanismo de reagdo cruzada ao empregar o gene wsp B em mosquitos da
Tailandia, pela homologia de sua sequéncia com linhagens de Wolbachia
detectadas pertencentes ao supergrupo A.

Para se estudar a diversidade entre as Wolbachia encontradas nas
populagbes de Anastrepha se faz necessario a utilizacdo de marcadores os mais
varidveis possiveis. Com isso, somente o primer wsp foi empregado nestas
andlises, visto que é caracterizado como o mais varidvel para os estudos de
diversidade da bactéria (Braig et al., 1998; Sun et al., 2007).

Neste trabalho, também foram detectados segmentos de gene
relacionados a elementos transponiveis e, Braig et al. (1998), ao descreverem o
gene wsp, demonstraram que este amplifica uma proteina de membrana externa,
que é exclusivo da bactéria Wolbachia. 1sto corrobora com o trabalho de Wu et
al. (2004) que ao caracterizarem a linhagem wMel de Wolbachia encontrada em
Drosophila melanogaster, demonstraram altas taxas de elementos repetitivos e
mdveis no genoma, o que tem sido frequentemente relacionado ao supergrupos A
e B de bactéria (Bordenstein e Reznikoff, 2005).

Com a detecgdo dos transposons do tipo mariner nas linhagens de
Wolbachia que infectaram as moscas das espécies A. sp. 1, A. sp. 2 e A. sp. 3, das
populagbes de Jacarei e Caraguatatuba, pode-se sugerir que h& troca de
fragmentos de DNA entre a Wolbachia e os insetos. O primeiro relato de caso
similar foi observado por Masui et al. (1999), ao diagnosticarem em uma linhagem

de Wolbachia a presenca de sequéncia inserida na regido do gene groEL, com
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isso, esta bactéria passou a ser considerada um meio de transferéncia dos
elementos transponiveis.

Em 46% das amostras infectadas pela linhagem de Wolbachia
caracterizada como linhagem de A. sp. 2 (wAsp2B - EU116316.1), apresentaram
9,3% de transmissdo vertical da bactéria entre as moscas da espécie A. sp. 2
(Caraguatatuba-SP). Ao identificar esta linhagem da Wolbachia nas outras
espécies de moscas, sugere-se a ocorréncia de transferéncia horizontal, o que
pode ser explicado por estes organismos ocuparem o0 mesmo habitat,
apresentando também o mesmo local de alimentac&o e ovoposi¢cdo, como proposto
por Selivon (2003).

A maior taxa de infeccdo da Wolbachia nas populagbes de Anastrepha
foi relacionada a linhagem da bactéria caracterizada como pertencente ao
nematdide Brugia pahangi (Bp-1-1001 - AY527208.1). A ocorréncia desta
linhagem de Wolbachia pode ter ocorrido através da transferéncia horizontal
entre taxons distintos, devido as interagdes com outros hospedeiros, parasitas
(vetores) e predadores (Baldo et al., 2008). Este € o primeiro relato de linhagens

de Wolbachia de nematdide em moscas-das-frutas do género Anastrepha.

A ocorréncia desta linhagem de Wolbachia nas Anastrepha pode estar
ocorrendo por meio de vespas das familias Braconidae, Figitidae (Eucolinae) e
Pteromalidae que séo parasitas principalmente das larvas de Coleoptera, Diptera,
e Lepidoptera (Canal e Zuchi, 2000; Guimarées et al., 2000 apud Mascarenhas,
2007). Em trabalho realizado com vespas da familia Braconidae em territorio
brasileiro por Mascarenhas (2007), detectou-se que 83% destas estavam

infectadas por Wolbachia.

Estes parasitdides apresentam habito de vida que os tornam
candidatos a vetores de linhagens de Wolbachia na transmissdo entre téxons

(Werren et al., 1995b). A contaminagdo do parasitoide ocorreria ao ingerirem
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tecido do hospedeiro contaminado, ou pela transmissdo das bactérias contidas
nos ovos dos parasitdides ao serem depositados junto aos ovos do hospedeiro

(West et al., 1998; Courdaux et al., 2001).

Outros estudos ja indicaram através de andlises filogenéticas
similaridades entre as Wolbachia encontradas em alguns nematdéides patogénicos
e artrdpodes, e sugeriram que seria um evento recente de transferéncia
horizontal entre taxons diferentes (Hoerauf et al.; 1999). Em trabalhos recentes
foi observada a expansdo do supergrupo F, que até entdo era caracterizado como
de nematoides, mas foi encontrado em diferentes artropodes (Casiraghi et al,

2005; Panaram e Marshall, 2007).

Nas avaliagbes realizadas sobre a diversidade das sequéncias das
linhagens de Wolbachia encontradas em cada populacdo de Anastrepha,
observaram-se baixos valores de distancia dentro da populacdo de Jacarei
(16,5%), visto que esta populagdo somente apresentou uma Unica linhagem de
Wolbachia, além dos transposons identificados. Contudo, as populacdes de
moscas de Serra Negra e Caraguatatuba apresentaram duas linhagens diferentes
de Wolbachia, com maior grau de diversidade (maior que 40%). Estas populacdes
foram subdivididas conforme as linhagens de Wolbachia, e apresentaram valores
de divergéncia nas sequéncias de 15% a 28%. Sun et al. (2007) ao avaliar as
linhagens de Wolbachia em populagdes de moscas do género Bactrocera,
encontraram linhagens da bactéria diferentes para cada populagdo, e observaram
divergéncia de nucleotideos com valores maior que 23% e menor que 1%,
conforme a populagdo analisada, e indicaram a existéncia de uma linhagem para

cada populacéo.

Ao comparar todas as sequéncias das diferentes linhagens de
Wolbachia, encontradas nas populagdes de Anastrepha (figura 20), dois grupos

foram formandos em ramos diferentes do dendrograma, distribuidos conforme a
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linhagem de Wolbachia identificada. Similarmente, no trabalho de Michel-Salzat
et al. (2001), ao compararem as relacdes do hospedeiro com a bactéria,
observaram que os grupos de Wolbachia né&o estdo intimamente relacionados a

um hospedeiro de uma dada populagéo.

Além destes dados, as andlises do dendrograma da figura 20,
indicaram a formacdo em cada ramo (“Bgi” e “Asp”) de duas bifurcagbes que
corresponderam ao agrupamento de individuos com um mesmo do tipo de
sequéncia, apresentando altas taxas de similaridade, maior que 98%. Assim,
foram identificadas quatro novas linhagens da Wolbachia, denominadas wAsc e
wAnNc, wBsp e wBjc. Semelhantemente, Michel-Salzat et al. (2001) ao comparar
Wolbachia de diferentes popula¢des do crustaceo Porcellionides, encontraram
graus de divergéncia de 0,3% a 20,6%, a partir destes dados, identificaram
quatro diferentes sequéncias correspondentes a trés populagdes. Do mesmo
modo, Riegler e Stauffer (2002), detectaram duas diferentes sequéncias a
partir de uma mesma linhagem de Wolbachia identificada em Rhagoletis cerasi.

As diferentes linhagens de Wolbachia identificadas neste trabalho
apresentaram graus de diversidade de nucleotideos (Pi) de 6% a 14%. A linhagem
wAsc foi a mais similar de todas entre si, possuindo oito posi¢des com mutacgdes,
e a linhagem wBjc apresentou 73 posi¢cdes com variagBes de nucleotideos, e estes
dados corresponderam a 3 e 25 tipos de haplotipos diferentes para cada

linhagem, respectivamente.

As linhagens com maior ndmero de haplétipos (wBjc e wBsp)
apresentaram regifes hipervaridveis semelhantes as propostas por Baldo et al.
(2005). Estes pesquisadores caracterizaram o gene wsp como sendo um mosaico,
identificando quatro regibes hipervaridveis (HVRs). As HVRs apresentam
modificacBes que sugerem ser favoraveis a selecdo natural, porém n&o se

conhece como ocorre este mecanismo, apesar de demonstrarem que pode estar
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envolvido na resposta imune contra a Wolbachia. A partir disso, pode-se sugerir
que algumas das linhagens encontradas neste estudo estdo sendo favorecidas por

mecanismos fisiologicos ainda desconhecidos em seus hospedeiros.



7. Conclusoes
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o A amplificagéo dos fragmentos com os genes 16S rDNA e wsp, demonstrou
a presenca de Wolbachia em todas as moscas-das-frutas do complexo
fraterculus das diferentes localidades do estado de Sé&o Paulo, sendo todas

pertencentes ao supergrupo A.

o O primer ftsZ apresentou baixa sensibilidade na deteccdo de Wolbachia
em Anastrepha. Com isso, sugere-se que sejam construidos novos primers a
partir do ftsZ especificos para a detecgdo desta bactéria em moscas-das-frutas

do género Anastrepha.

o Os oligonucleotideos mais adequados para a identificacdo da Wolbachia em

moscas-das-frutas do género Anastrepha foram o 16S rDNA e o wsp.

o Através de analises comparativas no GeneBank, as sequéncias do gene wsp
foram similares a duas linhagens de Wolbachia. Um total de 46% das linhagens
de Wolbachia tiveram similaridade com a bactéria encontrada em Anastrepha sp.
2, e 54% com Wolbachia do nematdide Brugia pahangi. Estes dados sé&o
indicativos de ter ocorrido transferéncia horizontal da Wolbachia entre taxons

distintos.

o As analises de distancia genética realizadas entre as sequéncias do gene
wsp de Wolbachia nas populagbes de Anastrepha identificaram dois grupos
distintos, com diversidade de nucleotideos de 0, 445 entre eles. O primeiro
grupo foi composto pelas Wolbachias encontradas em moscas e outro formado

pelas bactérias caracterizadas como de nematoide.
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o Quatro novas linhagens de Wolbachia foram identificadas, e as mesmas

foram denominadas como wAsc e wAnc, wBsp e wBjc.

o As novas linhagens apresentam diferentes haplétipos, onde wAsc e wANc

com 3 e 8, respectivamente, e wBsp e wBjc, com 7 e 25, respectivamente.

o A partir de andlises comparativas, pode-se identificar que as linhagens
wBsp e wBjc apresentaram um maior grau de mutagbes nas regides

hipervariaveis.

o Uma possivel troca de fragmentos de DNA entre a Wolbachia e o inseto
foi constatada com a deteccdo de sequéncias similares a transposons do tipo

mariner.
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