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Resumo

Wolbachiaé umaa-proteobactérias da famillanaplasmataceae que vive em simbiose no
interior de células de invertebrados, a maiori@sl@spécies de insetos. Em espécies de
Drosophila Wolbachia pode causar dois fendtipos de parasitismo repragut
incompatibilidade citoplamsmatica e a morte do maaiém de outros fendtipos que
afetam dfitnessdo hospedeiro. Sao estratégias usadas pelo emihissie para aumentar
sua frequéncia na populacdo da espécie hospedreigauaas podem ter consequéncias
evolutivas para a mitocdndria, que com ela é cddua e para o fluxo génico. O subgrupo
willistoni, pertencente ao subgéneBophophora é um conjunto de espécies cripticas,
neotropicais e filogeneticamente relacionadas. Baetgyrupo é formado pelas espécies
Drosophila willistonj Drosophila paulistorum Drosophila equinoxialis Drosophila
tropicalis, Drosophila insularise D. pavlovskiana As relagbes evolutivas entre estas
espécies sdo bem resolvidas em filogenias molesulasando genes nucleares, porém as
reconstrugbes com marcadores mitocondriais mosinaongruéncias que refletem uma
diferente histéria evolutiva do genoma mitocondriatreeningsusando principalmente
linhagens de laboratério encontrarafolbachiaem D. willistoni, D. tropicalis e D.
paulistorum Em D. willistoni e D. tropicalis foi encontrada uma variante déolbachia
denominadawWil, enquanto que na superespéfle paulistorum foram encontradas
diferentes linhagens dé/olbachiaem diferentes semiespécies do complexo. Contudo,
pouco se sabe sobre a ocorréncia, diversidadateseéwolutivos em populagdes naturais.
Este estudo tem como objetivo contribuir para ohegimento da relacdo d&olbachia
com espécies do subgrupo@iEsophila willistoni Varreduras foram realizadas com PCR
diagndstica éot-blot tanto em amostras de populac¢des naturais quanioleagens de
laboratério. Os resultados iniciais usando somB@&R mostraram 55% da amostralde
willistoni, coletada no bioma Mata Atlantica no sul do Brasilectada poiMWolbachia
Também foi constatado que o endossimbionte estssaciado a diferentes haplotipos
mitocondriais 0 que sugere infeccdo por transmids@idzontal. Ndo foi encontrada
evidéncia queWolbachia diminuiu a diversidade mitocondrial nesta espédi&. nas
amostras diagnosticadas com PCHD@&-blot, todas as linhagens de. willistoni, D.
paulistorum D. equinoxialis mostraram sinal de infeccdo Dmt-blot, porém a maioria
delas falhou na amplificacdo do gemsp (Wolbachia Surface Protein Isto sugere
diferentes niveis de infeccao, tanto intraespexdfguanto interespecificos. Desta situacao,
a técnica d®ot-blot é mais adequada para a deteccad/dibachiado que a PCR padréo.
Em D. willistoni, a infecgcdonWil foi detectada tanto em amostras do sul quantoatte

do Brasil, mostrando uma infeccdo de proporcOediremmtais. EmD. tropicalis foi
caracterizada a infeccawAu, de D. simulans Pela primeira vez foi encontrada.
equinoxialisabriganddVNolbachia sendo que a variante detectada é relacionaddeh de

D. melanogasterUma linhagem de laboratério d& paulistorumAmazénica também
mostrou estar infectada por uma variandel. Com isso, ha evidéncias de transmissao
horizontal de variantes dé&/olbachiaentre espécies derosophila do velho mundo e
neotropicais. O sequenciamento de regido 5’ do G&igCitocromo Oxidase Subunidade
[), mostrou um complexo padrdo de variacdomnmd®NA no subgrupowillistoni. Foi
encontrado um haplétipo compartilhado erdewillistoni e D. insularis 0 que constitui
evidéncia de introgressdo. Associacdo dtmibachiapode ter levado a diminuicdo da
diversidade haplotipica e®. equinoxialis Devido a complexa evolu¢cao mitocondrial, as
distancias genéticas d&0l ndo separam corretamente as espécies. O genamkledeé
sugerido como um DNMBarcodingpara a identificacdo molecular destas espécies.



Abstract

Wolbachia is an a-proteobacterium from the Anaplasmataceae familyd #ives in
symbiosis inside invertebrate cells, mostly fronseict species. IDrosophila species,
Wolbachia may cause two reproductive parasitism phenotypegtoptasmic
incompatibility and male killing, besides some atpéenotypes that can affect the host
fitness. These phenotypes are strategies emplgydtelendosymbiont in order to increase
its own frequency in the host population, which camse evolutionary consequences for
the mitochondria, since the bacterium is co-inkdrivith it, and for the gene flow. The
willistoni subgroup, belonging to th&ophophorasubgenus, is a group of cryptic
Neotropical species, which are all phylogeneticethated. This subgroup is formed by the
species Drosophila willistonj Drosophila paulistorum Drosophila equinoxialis
Drosophila tropicalis Drosophila insularis and D. pavlovskiana The evolutionary
relationships between these species are well redahvmolecular phylogenies when using
nuclear genes. On the other hand, reconstructi@imsy unitochondrial markers show
incongruences that reflect a different evolutionhistory of the mitochondrial genome.
Screenings mainly using laboratory lines foundlbachiainfection in D. willistoni, D.
tropicalis andD. paulistorum In D. willistoni andD. tropicalis it was found aNolbachia
variant calledwWil, while in the superspecieB. paulistorumwere found different
Wolbachialines according to each semispecies from the complewever, little is known
about the occurrence, diversity and evolutionarjeat$ of Wolbachia in natural
populations ofDrosophila This study aims to contribute to the knowledggarding the
relationships of this endosymbiont with speciesrfrthe Drosophila willistonisubgroup.
Screenings were performed with diagnostic PCR antibbt either in samples from
natural populations and also from laboratory linlegial results using PCR only showed
that 55% of theD. willistoni sample, collected in the Atlantic Forest biome authern
Brazil, was infected withWolbachia It was also found that the endosymbiont was
associated to different mitochondrial haplotypasygesting an infection by horizontal
transmission. We did not find any evidence sugggsthat Wolbachia decreased the
mitochondrial diversity in this species. In the gd@s diagnosed with PCR and Dot-blot,
all lines of D. willistoni, D. paulistorumandD. equinoxialisshowed sign of infection in
the Dot-blot, however, most of them failed in thiep (Wolbachia Surface Proteirgene
amplification. This suggests different levels ofeition, either intra and interspecific.
Therefore, we assume that the Dot-blot techniquedse suitable fovWolbachiadetection
than standard PCR. . willistoni, thewWil infection was detected either in samples from
the South and the North of Brazil, showing an itilecwith continental proportions. .
tropicalis it was characterized thveAu infection, originally fromD. simulans For the first
time it was found. equinoxialisto be hostingNVolbachia and the variant found is related
to wMel from D. melanogasterA laboratory line ofD. paulistorum Amazonian also
showed to be infected withveMel variant, so there is evidence of horizontahsraission

of Wolbachiavariants between Old World and Neotropimsophilaspecies. Sequencing
of the 5’ region from th&€ Ol (Citocromo Oxidase Subunidadedgene showed a complex
pattern of variation in thentDNA from thewillistoni subgroup. It was found a haplotype
shared betweeD. willistoni andD. insularis which constitutes evidence for introgression.
Association withWolbachiamay have led a decrease in the haplotype diveisity.
equinoxialis.Due to a complex mitochondrial evolution, G&I genetic distances do not
correctly separate the species. The nuclear geBas suggested as a DNA barcoding to
the molecular identification of these species.
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CAPITULO 1

| —INTRODUCAO
O endossimbiont&/olbachia

Endossimbiontes sdo organismos que vivem intern@meos tecidos ou em
células especializadas de um hospedeiro em ungioetle simbiosaNolbachiaé uma
bactéria gram-negativa, da classe dagroteobactérias, ordem Rickettsiales,
pertencente a familia Anaplasmataceae. E um emdlbigsite intracelular obrigatorio,
encontrada principalmente nos tecidos reprodutiMoseus hospedeiros, bem como em
tecidos somaticos (Dobse al, 1999). Esta bactéria foi encontrada primeirament
ovarios de mosquitos da espéCielex pipiengor Hertig & Wolbach em 1924, sendo
posteriormente denomina®éolbachia pipientigHertig, 1936) Nas ultimas décadas foi
constatada como sendo uma infecgcdo amplamenteariesta entre os artropodes e
nematoides filariais. Em estudos empiricos, foramortradas 20% das espécies de
insetos (Jeyaprakash & Hoy, 2000; Werren & Wind&®00), 61% das espécies de
isépodes terrestres (Bouchehal, 2008) e 90% das espécies de nematoides filariais
infectadas por este endossimbionte (Bandil, 1998). Estima-se por meta-analise que
66% das espécies de artropodes estejam infectads#otbachia(Hilgenboeckeket al,
2008).

Em filogenias moleculares usando sequéncias do JgeRNA,Wolbachiatem
se mostrado monofilética em relacdo a outras Reikéds (Breeuweret al, 1992;
O'Neill et al, 1992; Stouthameet al, 1993). Apesar de ser considerada como uma
Gnica espécieW. pipientesuma alta diversidade molecular € observada enasab
refletida em sestatustaxonémico (Casiragtet al, 2007). Sem uma descricdo formal
de novas espécies téolbachia os principais ramos da filogenia foram denomisado
de supergrupos. Atualmeni®olbachiaé divida nos supergrupos A, B, C, D, E, F, H, I,
J e K. (Roset al, 2009). Foi proposto um supergrupo G, baseadnaniinhagem
isolada de algumas espécies de aranhas australRoatey et al, 2004), porém esta
mostrou ser o resultado de recombinacédo do 16S rBNre os supergrupos A e B
(Baldo & Werren, 2007). Nos supergrupos A e B estélusas a maioria das linhagens

de Wolbachia encontradas em artropodes (Weredtnal, 1995b), enquanto C e D
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contém as em nematoides filariais (Bastlial, 1998). O Supergrupo E consiste em
Wolbachiade insetos Colémbolos (Vandekerckh@teal, 1999; Czarnetzki & Tebbe,
2004). Linhagens do supergrupo F foram encontradasarias ordens de insetos, em
escorpides e nematoides (Baletoal, 2007; Roset al, 2009; Keiseet al, 2008; Ferri

et al, 2011). As do supergrupo H infectam algumas espéie isdpteros (Bordenstein
& Rosengaus, 2005). Os supergrupos | e J foranstragos em insetos Siphonaptera e
nematoides da ordem Spirurida, respectivamentesugdergrupo K estéao linhagens que
infectam acaros.

Ao contrario dos outros endossimbiontes de Anapdsesceae\Volbachiaevoluiu
estratégias para maximizar sua transmissao ve(#galerson & Karr, 2001), sendo
transmitida como uma heranga uniparental matemaitéplasma do odcito. Contudo,
h& indicios da ocorréncia de transmissao horizamie espécies de diferentes taxons.
A transmissdo vertical ndo da suporte para explicatimero de espécies e taxons
infectados pela bactéria, visto que é possivel dramoincongruéncias nos resultados
entre filogenia da bactéria e de seu hospedeiraefidtados do trabalho de Casiraghi
et al (2005) apontam para a transferéncia horizontalirdeagens deéNolbachiade
artropodes para nematddeos ou vice-versa mais eama vez. Panaram & Marshall
(2007) encontraram a linhagem do supergrupo F ctaifatica de nematoides filarias)
em insetos ortopteros, indicando a ocorréncia a@estnissao horizontal entre clados
filogeneticamente distantes. Ha também evidéncidisetas da transmissdo horizontal
entre parasitoides e seus hospedeiros insetos €i&rial., 1995a). Experimentos de
laboratério j& demonstraram a transferéncia hotaate Wolbachiaentre acaros néo
parasitas eDrosophila (Rozhok et al, 2011). Recentemente foi documentada a
transmissao horizontal no canibalismo e predacéie esbpodes terrestres (Le Cle€h
al., 2013).

Dentre as estratégias adotadas Wilbachiapara maximizar sua transmissao
vertical se destacam as que envolvem a manipulagdsistema reprodutivo do
hospedeiro. Este fendbmeno é comumente chamadordsitigno reprodutivo. Dentre
as alteracOes reprodutivas induzidas \Maibachiaestdo a feminizacdo (Roussetal.,
1992), a partenogénese (Stouthamieal, 1993), a morte do macho (O Nedt al,
1997) e a incompatibilidade citoplasmatica (IC) N&ill & Karr, 1990; Clancy &
Hoffmann, 1996).

A conversao de machos genéticos em fémeas, fempfitiza talvez a mais

evidente estratégia para uma bactéria herdadamabatente comaVolbachia uma vez



12

que o espermatozoide nao transmite fatores citog@ithsos como a mitocdndria e
Wolbachia e assim a transformacdo de machos em fémeas dolpatencial de
transmissdo do endossimbionte para a proxima ge(&ark, 2007).

Outra forma de dobrar sua probabilidade de trarsgmais prole € manipulando a
partenogénese de espécies com sistema haplodipléaleachiainterfere na oogénese
de modo a evitar a reducdo do nimero cromosséminetade ou ainda revertendo o
ndcleo haploide a condicao diploide (Gottlieb al, 2002). Assim os évulos nao
fertilizados, que originalmente se desenvolveriamneachos, na condicéo dipldide se
desenvolvem em fémeas.

J& a morte do macho infectado é um fenétipo questsbelece apenas quando
beneficia a fémea infectada em termos de sobresizén fecundidade. Do ponto de
vista genético, matar os machos evita o cruzamentee irmaos (Werren, 1997),
engquanto que em termos ecoldgicos diminui o nurderoompetidores em populacdes
com elevada disputa por recursos (Clark, 2007).

A IC se manifesta quando o esperma de um machctadfe fertiliza o 6vulo de
uma fémea nédo infectada ou infectada com uma lathadiferente déNolbachia
levando ao aumento da mortalidade de embrides ritéwiih & Turelli, 1988). Todas as
outras combinag¢des de cruzamento sdo compative@mAsendo, fémeas infectadas
podem ser fertilizadas pelo esperma de machos nféotados ou infectados com a
mesma linhagem deéNolbachia o que |hes confere vantagem em termos de
disponibilidade de parceiros (Hoffmann & Turelli99r). Desta forma, fémeas
infectadas podem produzir um elevado niumero méeljprale aumentando a frequéncia
de Wolbachiaa cada geracdo (Sinkins, 2004). Contudmlbachiando chega a ser
fixada na populacdo, ja que o cruzamento de mauaifestados com fémeas nao
infectadas, reduz significativamente o sucessoodepivo de ambos (Crespigny &
Wedell, 2007).

Wolbachiatambém pode causar outras alteracdes em seusibosge como, por
exemplo, influenciar sua longevidade, alterar aées hospedeiro-parasitdide ou
ainda, quando da sua remocao de determinadas espétbir o desenvolvimento
ovariano (Clark, 2007).
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Métodos de deteccao e caracterizagdo molecular

Com o advento de métodos baseados em biologia ol@ieca deteccédo e
identificacdo de linhagens d&olbachiaem diferentes espécies de invertebrados foi
objeto de estudo de um numero crescente de traba#altima década.

Zhou et al (1998) clonaram e sequenciaram o gene de copiea timsp
(Wolbachia surface protejnque codifica uma proteina de superficie de manmdrem
28 linhagens dé&Volbachia A seqiéncia deste gene é altamente variavel e ped
usada para a identificacdo de diferentes linhaggmdNolbachia. Baseados nas
seqUéncias deste gene os autores propuseramWlizachia pipientispode ser
inicialmente dividida em doze subgrupos, oito dapgr A e quatro do grupo B.
Também determinaram um método para classificacd@/albachiautilizando-se de
grupos especificos de oligonucleotideoswde por PCR, que permitem isolar tipos de
Wolbachiasem a necessidade de clonar e sequienciar gemdaduags. A comparagao
das sequéncias do gemspamplificadas por PCR, mostrou que 0s grupos derargm
23%, 0 que € quase dez vezes maior que a diveagéncbntrada nas sequéncias do
16S rDNA deWolbachia(O’ Neill et al, 1992; Roussaedt al, 1992). Desta forma, além
da amplificagdo do gene 16SrDNA, a PCR de segmetbogenewsp tem sido
amplamente usada para a deteccdoWabachia e sua sequéncia utilizada na
determinacao das linhagens e na recuperacao dgéeslevolutivas entre elas.

Contudo, a deteccdo d&olbachiapor PCR padrdo pode gerar falso negativo,
devido talvez pela interferéncia do DNA do hospexdéleyaprakash & Hoy, 2000) ou
ainda quando o endossimbionte se encontra em haaatidade nos tecidos (Millet
al., 2010). Assim o uso de métodos alternativos reaimsiveis para o diagnostico de
infeccdo poWolbachiase torna necessaribot-blot (Bourtziset al, 1996),Long PCR
(Jeyaprakash & Hoy, 2000Real-timePCR Gimoncini et al, 2001), Southern blot
(Miller & Riegler, 2006), Nested PCR (Sunet al, 2007), screeningbaseado em
microscopia de imunofluoréscencia (Casper-Lindtewal, 2011) e gPCRIRM (High
Resolution Melting(Leeet al, 2012) tem sido empregados.

O uso de sequéncias do gemsp tem sido questionado tanto para a reconstrucéao
flogenética quanto para a diferenciacdo das liehagde Wolbachia No caso de
filogenias, o gene esta sujeito a recombinacaaigart®omologa (Werren & Bartos, 2001)
a qual pode confundir as interpretacdes da evoldgdmmctéria (Jigginat al, 2001).
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Estudos mais recentes tém demonstrado que, apesaprdsentar uma porcao
hipervaridvel e de evolucdo rapida, diferentesaljgms déNolbachiapodem mostrar a
mesma sequéncia desp (Miller & Riegler, 2006). Assim, este marcador rédadequado
para discriminar linhagens proximamente relaciosaRagleret al (2005) verificaram a
presenca de repeticdes em tandem (VNTRariable Number Tandem Repé@at®o
genoma anotado da linhagem Yélbachiaencontrada enbrosophila melanogaster
(wMel), as quais puderam ser utilizadas para umaediégacdo mais apurada entre
linhagens. A utilizacdo dprimers flanqueadores desta regido (VNTR-141) resulta em
fragmentos de tamanhos diferentes para cada limhagaVolbachia de acordo com o
namero de repeticdes, facilitando a diferenciagilinthagens pela simples comparacgédo do
tamanho dos amplicons revelados em gel de agasbselsz ultravioleta.

Além dessas regides gendmicas destacaMalilocus Sequence Typing System
(MLST) desenvolvido por Baldet al (2007) através da utilizacdo de cinco genes
conservadosg@atB, coxA, hcpA, fbpA e ftgAoldenet al, 1993) e owspsendousado
como marcador adicional. A partir do método de haalbs (MLST), estabeleceu-se
uma central padronizada para armazenamento denafdes em forma de banco de
dados YWolbachia MLST Databases http://pubmlst.org/wolbachig/(Jolley et al,

2004), com a finalidade de comparar dados e realizalises filogenéticas.

Efeitos fenotipicos e implicagBes evolutivas Brosophila

Em Drosophila Wolbachiainduz dois fenétipos de parasitismo reprodutivo: a
incompatibilidade citoplasmatica (IC) e a mortendlacho (Riegler & Neill, 2004).

E bem claro o potencial do fenétipo de IC em caissaamento reprodutivo, que
pode ser unidirecional ou bidirecional. Um exemple isolamento unidirecional
promovido por Wolbachia ocorre em duas espécies irm@xosophila recense
Drosophila subquinariaA primeira € infectada pdWolbachia enquanto a segunda
ndo. O cruzamento entre fémeaddaeecense machos dB. subquinariaé inibido por
isolamento comportamental, enquanto que no cruzZi@meciproco poucos hibridos
viaveis sdo obtidos. Entretento, quaridmsophila recengem Wolbachiaremovida
pelo tratamentaom antibidticos, hibridos viaveis entre fémeasDdesubquinariae
machos deD. recenssao produzidos indicando que incompatibiliaddeptasmarica

ocorre neste sentido. Assim neste caso, a infegga@/olbachiafunciona como uma
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barreira assimétrica pos-zigotica que é complendarpalo isolamento comportamental
gue é pré-zigdbtico no outro sentido (Shoemakel, 1999).

O isolamento bidirecional ocorre quando duas paids sao fixadas com dois
tipos incompativeis dé/olbachia com completa penetrancia (Clark, 2007). Com isso,
Wolbachia sozinha pode estabelecer um completo isolamemdetivo, podendo
assim levar ao inicio de um processo de especi&sdie.tipo de especiacdo é chamado
de especiacdo infecciosa e foi recentemente refmorfmra as semiespécies do
complexo da Drosophila paulistorum onde o endossimbionte promove tanto
isolamento sexual quanto incompatibilidade citaplaisca bidirecional (Milleret al,
2010).

Outra consequéncia do ponto de vista evolutivo adauspela infeccdo por
Wolbachia diz respeito a evolucdo da mitocondria. Como dossimbionte e a
mitocondria sdo co-herdados, o aumento da freqaé&heiVolbachiana populacédo do
hospedeiro levara também ao aumento da mitocOrdsaciada. Um haplétipo em
Drosophila melanogasteassociado a infecca@Mel tem experimentado este aumento
na frequéncia (Nune=st al, 2008). Deste modo, pode haver diminuicdo dardigade
mitocondrial como um efeito da infeccdo p@Yolbachia como verificado em
Drosophilarecensem relacdo ®. subquinaria(Shoemakeet al, 2004).

Além dos fendtipos de parasitismo reprodutivo, @autfendtipos vém sendo
reportados enDrosophila Weekset al (2007), monstraram que apo6s 20 anos de
infeccdo porWolbachia em populacdes d®rosophila simulansda Califérnia, a
fecundidade relativa de fémeas infectadas, quaicmida infeccdo era de 15% a 20%
menor que a de fémeas ndo infectadas, agora aumemo média de 10% na
comparacao com fémeas livres Wwlbachia Isto demonstra que a relagdo ecoldgica
entre Wolbachia e Drosophila pode evoluir rapidamente para uma associacdo mais
mutualista.

Em determinadas condi¢cdes, a infeccdo Wmibachia pode trazer vantagens
imediatas ao hospedeiro. Um exemplo disso €& o oefaittiviral que Wolbachia
proporciona em individuos derosophila melanogasteindependente do background
genético destes, frente a contaminacdo com difeseritus de RNA, patdgenos que
induzem rapida mortalidade quando injetados eme@sl(Hedge®t al, 2008).

Por fim foram registradas alteracdes na locomocatiato de individuos d®.
melanogastee D. simulansinfectados conWolbachia(Penget al, 2008). Nao foram

encontradas preferéncias significantes [@rosophila melanogastee D. simulansem
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relacdo a escolha de parceiros associada a infqugédVolbachia (Crespigny &
Wedell, 2007).

O subgrupo d®rosophilawillistoni

O subgrupo criptico daDrosophila willistonj pertencente ao subgénero
Sophophoraconsiste de um “cluster” de espécies e subspéeiesoscas neotropicais
altamente relacionadas evolutivamente, muitas das doram definidas pela presenca
ou auséncia de hibridos férteis em cruzamentoaelal entre linhagens de laboratorio
(Burla et al, 1949; Dobzhanskgt al, 1957; Dobzhansky & Powell, 1975; Ehrman &
Powell, 1982; Cordeiro & Winge, 1995). Seis esm@cfermam este subgrupo:
Drosophila willistoni Sturtevant, 1916Drosophila equinoxialisDobzhansky, 1946,
Drosophila paulistorumDobzhansky & Pavan em Burlet al, 1949, Drosophila
tropicalis Burla & Da Cunha em Burlat al, 1949,Drosophila insularisDobzhansky
em Dobzhanskegt al, 1957 eDrosophila paviovskian&astritsis & Dobzhansky, 1967.

Embora morfologicamente similares do ponto de vestgerno, estas espécies
mostram diferencas na morfologia da genitalia daschos (Burlaet al, 1949;
Malagolowkin, 1952, Spassky, 1957; Winge & Cordei®63) e na forma das
espermatecas das fémeas (Sturtevant, 1921; Pat&rsiainland, 1944; Spieth, 1949).
Além destes caracteres morfologicos, as espéciste dribgrupo exibem também
diferencas no padrao de bandeamento de seus clammspoliténicos (Dobzhanslkey
al., 1950; Kastritsis & Dobzhansky, 1967; Rohde al, 2006), no som de corte
produzido pelos machos durante a corte sexual pchi® & Gleason (1995) e ao nivel
molecular, variagcdo em aloenzimas (Ayala & PowiI72; Ayala et al, 1972; Garcia
et al, 2006) e em sequéncias de DNA (Gleasbal, 1998; Robet al, 2010).

O subgrupawillistoni inclui espécies com ampla distribuicdo geogradicaesmo
espécies extremamente restrit&s. willistoni € a espécie com maior distribuicdo
geografica, ocorrendo do México Central e Florid&UJA, ao norte, passando pela
América Central e Caribe seguindo pela América doa& o norte da Argentina e o
Uruguai. D. paulistorum é a segunda espécie com maior distribuicdo, indo d
Guatemala e Trinidad até o sul do BraBil. equinoxialisesta distribuida do México
Central e Caribe até o nordeste do Brasil, enqugnéoa area de abrangéncialie
tropicalis vai do sul do México e Caribe até o centro e ndaedds BrasilD. insularise

D. pavlovskiana&do endémicas de ilhas nas Antilhas e Guianaga@spmente.
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Dentre estas espécies destac®s@aulistorumcom statusde superespécie, ou
seja, um complexo formado por semiespécies ou rgeagraficas que exibem
pronunciado isolamento reprodutivo entre si. Em sabalho classico de 1959,
Dobzhansky as chamou de espédaiestatus nascendDobzhansky & Spassky, 1959).
Séo elas: Amazonica, Andino-Brasileira, Centro-Apgra, Orinocana, Transicional e
Interior, sendo esta Ultima descrita mais tardegP8ala%t al, 1970).

As relagBes evolutivas entre estas espécies e gminies do subgrupaillistoni
inferidas a partir de genes mitocondriais, mostiatongruéncias quando comparadas
as reconstrucdes filogenéticas usando genes nesl@aleasoet al, 1998; Robet al,
2010). Como as arvores de genes ndo necessariapa@eniguais a arvore das espécies,
essas incongruéncias refletem diferentes histénatutivas dos genomas mitocondrial
e nuclear. Robet al (2010) propde que as discordancias dos marcaduotesondriais
em relacdo aos nucleares ocorrem devido a evemtastebgressdo assimétrica da
mitocdndria entre as espécies do subgrupo. Fénileadds férteis poderiam retrocruzar
com machos da espécie paterna, transmitindo a @nitioia da espécie materna. Assim
a mitocondria da espécie materna entraria na espEterna e poderia ainda ser
mantida por um efeito carona com o endossimbidrdtbachia(Robeet al, 2010).

Dada esta evidéncia indireta de introgressao, mos® necesssarios estudos que
avaliem a diversidade mitocondrial em populacOesiras e possivéis efeitos da

associacdo com endossimbiontes.

Endossimbiontes em espécies do subgmipistoni

Screeningsrealizados na ultima década detectardfolbachia em linhagens
pertencentes a trés espécies do subgmilfistoni.

Miller & Riegler (2006) encontraram linhagens Dewillistoni, provenientes de
populacdes da Ameérica do Sul e América Centraleciaidas porWolbachia e
sugeriram que esta infeccdo estaria fixada naslagjes continentais. Contudo, ndo
detectaram a infeccdo em linhagens coletadas datéécada de 1970 assumindo assim
que a infeccdo er. willistoni € recente. Do ponto de vista filogenético, a lygm de
Wolbachiaencontrada erD. willistoni € proximamente relacionada a linhageiu de
Drosophila simulans diferindo desta no tamanho do VNTR-141 e no padia

distribuicdo no embrido. Com base nestas difererggsm\Wolbachiafoi considerada
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uma nova linhagem denominag®Vil. TantowWil em D. willistoni, quantowAu emD.
simulansn&o induzem niveis mensuraveis de IC.

A infeccdo em linhagens de. tropicalis também foi atribuida a variant@nil
de D. willistoni (Mateoset al, 2006), porém foi detectada com marcadores de 16S
rDNA e wsp 0s quais nao sao capazes de discriminar eftfiee wAU.

A histéria de micrébios parasitas reprodutivos Bmpaulistorumé bem mais
antiga. Os trabalhos de inviabilidade dos hibrigo®sterilidade dos machos nas
semiespécies de. paulistorum(Ehrman, 1968; Ehrmaet al, 1972; Ehrman & Ramos,
1973; Ehrmaret al, 1995) levaram a ideia de infeccéo por microrgraos semelhantes
a Mycoplasma (mycoplasma-like microorganisins Estas bactérias intracelulares
estariam em uma relacdo de equilibrio em cada uam sEmiespécies db.
paulistorum porém nos hibridos intersemiespécies esse etmilderia rompido
levando a uma alta letalidade embrionéaria e egdexd®d dos machos, aonde o nimero
destes micrébios nos 6rgdos reprodutivos é elevado.

Em um capitulo recente desta historia, Mikkdral (2010) identificaram como
sendo Wolbachia as infeccdes nas semiespécies Rle paulistorum previamente
designadas como bactériasycoplasma-like Todas as seis semiespécies estdo
infectadas com o endossimbionte, sendo que pelosngmatro semiespécies abrigam
linhagens especificas d&/olbachia (Orinocana, Transicional, Centro-Americana e
Amazobnica). Os autores descobriram, usando a tcde& imunohistoquimica e
microscopia de epifluorescéncia, qulbachiaaumenta sua replicacdo nos hibridos
intersemiespécies, causando assim a inviabilidaderienaria e esterilidade dos
machos. Também executaram experimentos de “cura’aibiéticos e cruzamentos,
onde verificaram queNolbachia induz isolamento tanto pré-zigético quanto pos-
zigotico entre as semiespécies e paulistorum Assim, concluiram qu&Volbachia
coevoluiu com seus hospedeiros no complexoDdgpaulistorum tornando-se um
mutualista obrigatério, mas que nos hibridos t@@m@atogénica.

Outro endoparasita reprodutivo registrad&g@roplasma encontrada em duas
populacdes de laboratorae D. willistoni causando o fenotipo de morte dos machos
(Ebbert, 1991).

Linhagens deD. equinoxialise D.insularis foram testadas par#&/olbachiae
deram negativas para a infec¢do, sendo que, at@@enio, a ocorréncia d&olbachia

nestas espécies nao foi detectada (Miller & Rie@l@06; Mateogt al, 2006).
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A maior parte das amostras usadas nos traballtadosi € constituida por
linhagens de laboratério. E necessario também éxeastarreduras em busca de
endoparasitas em amostras provenientes de popslagfgrais destas espécies. Neste
sentido, nosso estudo vem preenchendo esta lacunanhmecimento da ocorréncia de
Wolbachiae possiveis efeitos sobre a evolugdo mitocondoaubgrupo d®rosophila

willistoni.
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I —OBJETIVO GERAL

Esta tese tem como objetivo geral o estudo donsssWolbachia/Drosophila
em populacdes naturais de espécies neotropicasitafrupowillistoni de Drosophila
no entuito de ampliar o conhecimento sobre a owgomé e diversidade do
endossimbiontaVolbachianestas espécies, bem como avaliar possiveis ®fédsta

associacao sobre a evolugdo mitocondrial no subgtaprosophila willistoni

Objetivos especificos:

1. Testar a utilidade do método de DNBarcodingna identificacdo das espécies

cripticas debrosophilado subgrupavillistoni;

2. Diagnosticar a infeccdo pa&¥olbachiacom técnicas de biologia molecular em

individuos e isolinhagens de espécies do subgmilpstoni;

3. Caracterizar molecularmente as linhagengvdébachia

4. Verificar possiveis efeitos sobre a diversidade égea mitocondrial das

populacdes.
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The prevalence of the endosymbiont Wolbachia pipientis and its effects on mitochondrial genetic diversity
were analyzed in natural populations of Drosophila willistoni, a neotropical species recently infected. Total
infection rate was 55% and no evidence was found that the Wolbachia infection decreased the diversity of
mtDNA. Wolbachia was seen to be associated with different mitochondria, suggesting multiple horizontal
transmission events and/or transmission paternal leakage of mitochondrial and/or Wolbachia. These
hypotheses are evaluated in the context of the present study and other research.
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Wolbachia pipientis is an intracellular symbiont bacterium
responsible for one of the major infections in invertebrates, affect-
ing arthropods and filarial nematodes. Empirical studies have esti-
mated that 20% of insect species are infected (Werren et al., 1995a;
Werren and Windsor, 2000), though meta-analyses have estimated
the number as high as 66% (Hilgenboecker et al., 2008). This endo-
symbiont is predominantly transmitted as a maternal inheritance.
Horizontal transfer (HT) also occurs, and most evidence currently
available is based on the phylogenies of Wolbachia strains that nev-
ertheless are incongruent with the relationships recovered for host
species (O’Neill et al., 1992; Rousset et al., 1992; Werren et al.,
1995Db).

In Drosophila, Wolbachia may cause cytoplasmic incompatibility
(CI) and death of males (Riegler and O’'Neill, 2004), which leads to
sex ratio distortions. CI induction increases the frequency of in-
fected females in host populations (Riegler and O’Neill, 2007).
The ecological relationship Wolbachia has with hosts may initiate
with parasitism, rapidly progressing into mutualism (Riegler
et al., 2005; Weeks et al., 2007). However, under certain conditions
Wolbachia may bring fitness benefits to the host (Dean, 2006;
Hedges et al., 2008).

* Corresponding author. Address: Departamento de Genética, Instituto de
Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Caixa Postal 15053, Porto
Alegre CEP 91501-970, RS, Brazil. Fax: +55 51 3308 7311.

E-mail address: josias_bio@yahoo.com.br (M.]. Miiller).

0022-2011/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jip.2011.08.011

An example of a recent Wolbachia infection is the neotropical
species Drosophila willistoni, belonging to a cluster of six cryptic
species called willistoni subgroup. D. willistoni is the most widely
distributed species of the cluster, spreading from northern Argen-
tina to southern USA (Florida) and Mexico (reviewed in Ehrman
and Powell, 1982; Cordeiro and Winge, 1995). D. willistoni lines
collected before the 1970s were not infected by Wolbachia, though
all continental lines, ranging from Mexico to Uruguay collected in
the 1990s and thereafter harbor a Wolbachia strain called wWil, re-
lated to the wAu strain detected in Drosophila simulans (Ballard,
2004; Miller and Riegler, 2006).

Since Wolbachia is co-inherited with mitochondria, natural
selection acting over the bacterium will also affect mitochondria.
Depending on the infection context, this hitchhiking effect may in-
crease or decrease mitochondrial genetic diversity (Keller et al.,
2004; Dean et al., 2003; Shoemaker et al., 2003). In a comparative
analysis of 12 Drosophila mitochondrial genomes, Montooth et al.
(2009) revealed that the molecular evolutionary pattern is purify-
ing selection. Therefore, a positive selection could be the effect of
the association with endosymbionts. In this sense, the study of
Wolbachia dynamics in recently infected populations represents
an excellent opportunity to estimate infection prevalence and to
assess effects on mtDNA evolution in host species populations.

Here, Wolbachia infection prevalence is evaluated in natural D.
willistoni populations of the Atlantic Forest biome, southern Brazil.
The effect of the infection on mitochondrial haplotypic diversity is
also assessed.
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Table 1

Location, number of Drosophila willistoni individuals with different Wolbachia infection status, Cytochrome Oxidase Subunit I (COI) haplotypes, haplotype and nucleotide diversity

indexes and infection prevalence.

Location N  Infected mtDNA Uninfected mtDNA Haplotype diversity ~ Nucleotide Infection rate
individuals haplotypes individuals haplotypes (Hd) diversity (7) (%)
Pontal do Parana (1) 10 3 1,4 7 1,12 0.511 0.00089 30
Guaratuba (2) 9 6 1,9 3 10, 11 0.583 0.00281 66.6
Laguna (3) 8 6 1,9 2 9, 14 0.464 0.00181 75
Maracaja (4) 11 3 1 8 1 - - 27.3
Torres (5) 9 4 1,5,7,8 5 1,4,6 0.833 0.00259 44.4
Osério (6) 10 8 1,2,3,4,13 2 1 0.756 0.00142 80
Sdo Jodo do Polésine 3 3 15 0 - a a 100
7
Total 60 33 10 27 8 0.700 0.00204 55

N = specimen number.

The numbers in brackets correspond to the collection sites labeled in the map shown in Fig. 1.

@ Excluded from molecular diversity analysis due to small sample size.

Specimens were collected in April 2010 at seven Atlantic Forest
sites corresponding to the municipalities Sdo Jodo do Polésine
(29°39'08.94"S, 53°31'43.74"W), Osério (29°53'08.20"S,
50°16'39.81"W), and Torres (29°22'33.3"S, 49°45'69.2"W), (in the
state of Rio Grande do Sul), Maracaja (28°50'16.5" S,
49°24'45.6"W) and Laguna (28° 24'56.0"S, 48°47'47.0"W), (state
of Santa Catarina) and Guaratuba (25°51'12.4"S, 48° 33'73.8"W)
and Pontal do Parana (25°33'33.2"S, 48°33'27.0"W), (state of
Parana).

Genomic DNA was extracted from one single fly according to
the non-phenolic protocol by Gloor et al. (1993). PCR reactions
were run in a 25-pL volume using 1 pL of the DNA to amplify Cyto-
chrome Oxidase I (COI) and 2 pL for Wolbachia Surface Protein (wsp),
with 12.5 pL of the PCR Master Mix 2X (Fermentas, Lithuania)
(0.05 U/pL Tag DNA polymerase, 10X buffer, 4 mM MgCl,, 0.4 mM
of each dNTP), 1 pL of each primer (20 uM each) and ultrapure
water to the final volume. The primers used were TY-J-1460 5'-
TACAATCTATCGCCTAAACTTCAGCC-3' and C1-N-2329 5'-ACT-
GTAAATATATGATGAGCTCA-3’ (Simon et al., 1994) to amplify an

approximately 950-bp fragment of the mitochondrial gene COI.
Temperature cycles were: 5 min 95 °C, 35 cycles of 94 °C for 40 s,
55 °C for 40 s and 72 °C for 1 min, then 72 °C for 3 min.

PCR screening for Wolbachia infection was conducted using the
primers Wsp-F 5'-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAACTAGCTA-3' and
Wsp-R 5'-AAAAATTAAACGCTACTCCAGCTTCTGCAC-3' (Jeyaprakash
and Hoy, 2000), which amplify an approximately 600 bp fragment
of the gene wsp. Cycling conditions were 95 °C for 2 min, followed
by 35 cycles of 94 °C for 1 min, 55 °C for 1 min and 72 °C for 1 min,
then 72 °C for 5 min. A negative (ultrapure water) and a positive
control (Drosophila melanogaster Oregon line that is infected by
Wolbachia) were included in both reactions. PCR products were
electrophoresed on agarose gels 1% stained with ethidium bromide
and visualized under UV transillumination.

Amplicons were submitted to purification and direct sequenc-
ing in Macrogen (Macrogen Inc., Seoul, Korea). Each sample was se-
quenced from both directions. Quality of the chromatogram was
evaluated using the Chromas Pro 1.5 software (http://www.techn-
elysium.com.au). Sequence identity was obtained by comparison of
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Fig. 1. (A) Map showing location of collection sites of Drosophila willistoni specimens. Flags indicate the GPS points (coordinates given in the text). Number next to flags
indicate the name of the site as given in Table 1. The pie charts next to each dot indicate the proportion of the sample that was infected (gray) and uninfected (white) with
Wolbachia and (B) median-joining network of mtDNA (COI) Drosophila willistoni haplotypes. Circles represent different haplotypes; diameters are proportional to haplotype
frequency; number of individuals is indicated in circles. Wolbachia infected individuals (gray); uninfected individuals (white). Bars in the branches refer to number of

mutation steps.
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similarity values to the sequences deposited in GenBank using the
BLASTn program (NCBI, available online). Sequence alignment was
carried out using the ClustalW tool, Mega 5 software (Tamura et al.,
2011) and edited with the BioEdit software (Hall, 1999). Consensus
sequences were analyzed using the DnaSP 5.19 software (Librado
and Rozas, 2009) to calculate nucleotide and haplotype diversity.
Molecular analysis of variance (AMOVA) and neutrality tests were
calculated using the Arlequin software (Schneider et al., 1999). An
intraspecific phylogeny of COI haplotypes was inferred using the
network algorithm median-joining in the Network program (Ban-
delt et al., 1999).

In the alignment of 60 partial COI sequences were observed 19
polymorphic sites along 751 bases, all corresponding to silent
mutations, resulting in the formation of 15 mitochondrial haplo-
types (for GenBank accession numbers see Supplementary mate-
rial). Table 1 shows the number of D. willistoni specimens from
each location analyzed, the COI haplotypes, genetic diversity esti-
mates and Wolbachia infection status.

Of the 60 individuals tested, 33 (55%) were positive and 27
(45%) were negative for Wolbachia infection. Infection frequencies
varied between populations but there was no discernible geo-
graphical pattern (Fig. 1A). The partial sequence of the wsp gene
was identical in 33 amplicons, corresponding to the sequence ob-
served in strains wWil and wAu.

This finding differs from the observations by Miller and Riegler
(2006), who suggested that Wolbachia would be fixed in continen-
tal D. willistoni populations. Nevertheless, it should be stressed that
samples analyzed by those authors were composed mostly by lab-
oratory strains. As previously described for D. melanogaster, there is
polymorphism for infection rates in natural populations (Hoff-
mann et al., 1994).

The relationship between mitochondrial haplotypes and the
association with Wolbachia is shown in Fig. 1B. Haplotype C1 is
ancestor of the other haplotypes, is the most frequent total, and
is shared across all samples (except for the sample collected in
Sdo Jodo do Polésine). Wolbachia was observed to be associated
to 10 of the 15 mitochondrial haplotypes generated. Yet, haplo-
types C1, C4 and C9 were detected in both infected and uninfected
individuals. The chi-square analysis showed no statistical differ-
ence between infected and uninfected in C1 and C4 haplotypes.
However, statistically significant difference was found for haplo-
type C9 (P < 0.02). This haplotype was the most frequent in places
where it was sampled (Guaratuba and Laguna) and this may be re-
lated to this deviation to a greater number of infected.

The highest haplotype diversity was found in the Torres sample,
while the lowest was seen in the Laguna sample. AMOVA revealed
that 70.63% of variation occurs within populations and 39.98% be-
tween populations. The star network arrangement, with several
rare haplotypes (C3, C5, C6, C7, C8, C10, C11, C12, C13 and C14)
and the low nucleotide diversity indicate populational expansion
(Mirol et al., 2008). Analyses of neutrality tests of Tajima D
(—1.82193,P<0.05) and Fu and Li F (—3.52798, P < 0.02), also sup-
port this scenario. In this sense, the unimodal pattern of the Mis-
match distribution curve (data not shown), together with sum of
squares (0.0212) and Raggedness index (0.1644) do not afford to
rule out this hypothesis (P = 0.38).

There are no clear signs that Wolbachia infection decreased
mtDNA diversity in these natural D. willistoni populations. The
Osério sample showed an infection prevalence of 80%, and is
the sample with the second highest haplotype diversity
(Hd = 0.756). As for the sample with the lowest Wolbachia prev-
alence, only one haplotype was observed. The effect of Wolbachia
on mitochondrial genetic diversity may be weak due to the fact
that (i) infection is recent, (ii) reproductive parasitism occurs at
low levels or is absent and (iii) Wolbachia is associated to differ-
ent mitochondria.

The association of Wolbachia to different mitochondria may be
the result of an ancient vertical transmission carrying divergent
COI nucleotide sequences. However, in this scenario the divergence
in the wsp should also be expected. Since infection in D. willistoni is
recent, a finding confirmed by the lack of polymorphism in the wsp
marker (Miller and Riegler, 2006), multiple HT events and/or pater-
nal leakage of mitochondrial and/or Wolbachia may explain the
association of Wolbachia to different mitochondria haplotypes. D.
willistoni was infected by HT with wAu-like variant probably do-
nated by species of the American Neotropical saltans group. (Miller
and Riegler, 2006). The occurrence of another HT event should not
be ruled out. The hypothesis of paternal leakage of mitochondrial
(Sherengul et al., 2006) does not seem robust enough to explain
the shuffling of Wolbachia and mitochondrial lineages, due to the
fact that no peak competition was observed in the chromatogram
of direct COI sequencing, which may suggest heteroplasmia. On
the other hand the occurrence of paternal leakage of Wolbachia is
possible, despite being a rare phenomenon in Drosophila (Serbus
et al., 2008). The search for Wolbachia in parasitoids associated to
neotropical drosophilid assemblages may reveal which species
are potential HT vectors possibly involved in the continental scale
infection of D. willistoni.
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Abstract

Infections by the endosymbiotic bacterivkiolbachiadeveloped a rapid global
expansion within Old Worldrosophilaspecies, ultimately infecting also Neotropical
species. In this sense, screenings are necessachai@acterize new variantsf
Wolbachiaor new hosts, and also in order to map the dynamicalready known
infections. In this paper, we performed a doubleeging approach that combined Dot-
blot and PCR techniques in order to reevaluateirtfextion status byWolbachiain
species from thewillistoni subgroup ofDrosophila Genomic DNA from isofemale
lines descendent from females collected in the Amen Rainforest (n = 91) were
submitted to Dot-blot, and were positive f@volbachia producing a gradient of
hybridization signals, suggesting different infeatievels, which was further confirmed
through quantitative PCR. Samples with a strongaign the Dot-blot easily amplified
in the wspPCR, unlike most of the samples with a medium takvsignal. It was
possible to molecularly characterize thrige equinoxialisisofemale lines that were
found to be infected in a low density byvMel-like Wolbachiastrain, which was also
verified in a laboratory line dD. paulistorumAmazonian. We also found. tropicalis
to be infected with th&Au strain and &. paulistorumAndean-Brazilian semispecies
laboratory line to be infected withveAu-like Wolbachia.Moreover, we observed that
all D. willistoni samples tested with the VNTR-141 marker harborsiraeWolbachia
variant, wWil, either in populations from the South or thertioof Brazil. Horizontal
transfer events involving species of Old World irgrants and Neotropical species of

thewillistoni subgroup are discussed.
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1 Introduction

Since the acceptance of the endosymbiotic th€®agan, 1967)symbiosis has
been seen as a fundamental event in the histolifeadn Earth, improving biological
systems complexity and impacting their evolutiom.the recent evolutionary history,
Wolbachia pipientisa symbiotic bacterium that performs an obligatoryacellular
behavior, is a great example of such manipulatibbelongs to thex-proteobacterial
group, the same as the ancestor of mitochor{@iay et al., 2001), and infects a broad
range of invertebrates, from filarial nematodesrost of the main arthropod groups
(Hilgenboecker et al.,, 2008)Wolbachia is vertically transmitted as a maternal
inheritance through the egg cytoplasm, but it dao &e horizontally transmitted, via

direct tissue contact between the agents or thraugtttoRozhok et al., 2011).

This endosymbiont is also known for its capacity m@nipulate the host’s
reproduction in order to increase the frequencinfaicted females in the population. In
the genusDrosophila Wolbachia is able to induce two reproductive parasitism
phenotypes: male killing or cytoplasmic incompadiipi(CIl). Male killing is clear by
the observedexual rate distortion, and it generates a reloonaif male resources to its
female siblings, thus, increasing infected fematpsation (Clark, 2007). The CI
phenotype enhances the fitness of infected femalative to uninfected ones, since it
allows an infected female to reproduce with eithmeinfected or infected males, while
an uninfected female cannot generate offspring aithinfected male (Turelli and
Hoffmann, 1991). The phenotype itself and its istgnmay vary from one host species
to another, but also depending on which varianWaflbachiais involved (Jaenike,
2007).A tangible example of such a situation is the cddbe WolbachiastrainswMel,

from Drosophila melanogasterand wAu, from D. simulans These strains, although
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closely related phylogenetically and infecting il species, reaan a completely
different manner within their respective hosts. WhvMel induces variable levels of

Cl, wAu usually does not cause any(@lercot and Charlat, 2004).

Considering its ability to increase its own freqeyenn the host population,
Wolbachia may drive mitochondrial evolution, since they bathare a common
inheritance mod¢éShoemaker et al., 2004; Xiao et al., 2012; llinsk§13).Wolbachia
may even promote reproductive isolation with higHirectional CI levels between
different Wolbachiastrains, as has been demonstrated between serssdemnthe
Drosophila paulistoruncomplex (Dobzhansky and Spassky, 1959), whichrigsldo

thewillistoni subgroup, in a process called infectious specidiuitier et al., 2010).

The willistoni subgroup belongs to tf&ophophorasubgenus and occurs in the
Neotropical region. It is constituted by six cryptspecies:Drosophila willistoni
Sturtevant, 1916Drosophila equinoxialiDobzhansky, 194@)rosophila paulistorum
Dobzhansky and Pavan in Burla et al., 194&sophila tropicalisBurla and Da Cunha
in Burla et al., 1949Drosophila insularisDobzhansky in Dobzhansky et al., 1957 and
Drosophila pavlovskianaKastritsis and Dobzhansky, 196Among these, onlyD.
insularis and D. pavlovskianaare endemic to the Lesser Antilles and Guyana,
respectively. The remaining species are spreadudinamut a wide geographic
distribution and share an extensive sympatric amginly in the Amazonian region
(Spassky et al., 1971; Cordeiro and Winge, 199wdip1997).

In the past decade, screenings\Wwslbachiain species from this subgroinave
verified infected lines fronD. willistoni (Miller and Riegler, 2006)D. tropicalis
(Mateos et al., 2006) arid. paulistorum(Miller et al., 2010). Given the dynamics of
the infection shown, for instance, by the evidefarea globalWolbachiareplacement

in D. melanogaste(Riegler et al., 2005}the evaluation of new lines recently collected
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becomes important for characterizing new variahth® endosymbiont and new hosts,
and also for the assessmenBabsophilapopulations from other geographical regions.
The diagnosis o¥Volbachiainfection is also fundamental before the implemeotaof
further studies, since this bacterium has the rkatde capability to mask effects on

both the host’s fithess and phenotype (Clark e2805).

In this paper, we reevaluated télbachiainfection status in species from the
D. willistoni subgroupafter a wide effort to sample the flies in naturee individuals
used in the experiments are all descendents frauirsgns recentlgollected in the
Amazonian rainforest, and we applied a double songeapproach that used both PCR

and Dot-blot techniques in order to address oustipre

2 Materials and methods

2.1 Population samples

Drosophila flies were collected in the Amazonian rainforeftar@ state),
Northern Brazil, specifically at the Tapajos Natbirorest, Belterra (2°47'58.873"S/
54°54'0.850"W) and also at Taperinha Farm, Santar¢@f26'21.967"S/
54°41'55.446"W) in May 2011. A third sampling waslchin November at Caxiuana
National Forest, Melgaco (1°44'28.7"S/ 51°27'34.5"Wlies were captured using
insectentomologicalnet and plastic bottle traps (Tidon and Sene, 1@®8taining

banana and yeast bait.

Specimens were analyzed at the lab with a sterpesemd females belonging to
thewillistoni subgroup were separated and disposed in mediumcatibflour and yeast

(Marqgues et al., 1966) in order to establish is@fentines. These lines were coded and
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maintained in Biochemical Oxygen Demand (B.O.Dambers at 22 °C and a 12/12-h

photoperiod, while the medium was replaced weekly.

In order to compare which strains\Wolbachiawere infecting the flies, we also
usedD. willistoni samples collected in the Atlantic Forest (used iprevious study
from Miiller et al., 2012), and samples collectethima Pampa biome, Bagé (Rio Grande

do Sul state), Southern Brazil (31°16'10.829"S°/7%8.025"W).

2.2Drosophilaidentification at the species level

Fly species were identified througB8OIl (Cytochrome Oxydase subunit |
barcode regionyjenesequence analysis, in a haplotype network contagedb on the
proximity with reference haplotypes from each spgata not shown, being prepared
for publication). We reconfirmedrosophila species identification with analysis of
male terminalia in those lines that had their respe Wolbachiastrain molecularly
characterized. For this, the male postabdomen rasved, treated with 10% KOH and
acid fuchsine (Bachli et al., 2004) and the terimdnaasdisarticulated in glycerol. The
species were discriminated by the shape of therdmam and epandrium, compared

with Malogolowkin (1952)andSpassky (1957).

2.3 DNA extraction

Single female fly total DNA was extracted by theluon method with a
NucleoSpi® Tissue Kit (Macherey-NagelDuren, Germarny according to the

manufacturer’s instructions. Furthermore, in oreobtain higher DNA concentrations
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to use in the Dot-blot assays, we performed tofdAlextraction from 10 females per

isofemale line, using the phenol-chloroform orgamiethod (Sassi et al., 2005).

2.4 PCR and sequencing

All PCR reactions were run in a 25 pl volume uslr@ pl of DNA with a 12.5
pul PCR Master Mix 2X (Fermentas, Lithuania) (0.08UFagDNA polymerase, 10X

buffer, 4 mM MgC}, 0.4 mM of each dNTP), 1 ul of each primer (20 ehth) and

ultrapure water up to the final volume. Primers JY460 5
TACAATCTATCGCCTAAACTTCAGCC-3 and C1-N-2329 5

ACTGTAAATATATGATGAGCTCA-3' (Simon et al., 1994) were used to amplify an

approximately 0.95-kb fragment of the mitochondgaheCytochrome Oxidase subunit
| (COI). Temperature cycles were: 5 min at 95 °C, then 3%esyof 94 °C for 40 s, 55
°C for 40 s and 72 °C for 1 min, then 72 °C for Bim

PCR diagnosis fowolbachiainfection was conducted using the primers Wsp-F

S-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAACTAGCTA-3' and Wsp-R 5

AAAAATTAAACGCTACTCCAGCTTCTGCAC-3 (Jeyaprakash and Hoy, 2000),

which amplify an approximately 0.6-kb fragment frahe Wolbachia Surface Protein
(wsp gene.Cycling conditions were 95 °C for 2 min, followeg B5 cycles of 94 °C
for 1 min, 55 °C for 1 min and 72 °C for 1 min, th&2 °C for 5 min. A negative
(ultrapure water) and a positive contrd. (willistoni Gd-H4, Guadeloupe — Lesser
Antilles, 12 Genomes Consortium, Clark et al., 20@@re included in all reactions.
This PCR was independently performed at least tfaceeach isofemale line, the first

attempt using one single femd&A sample (“one-female reaction”, approximately 30
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to 60 ng of DNA per reaction), and the second asgifly DNA extracted from 10
females (“ten-female reaction”, approximately 2600 ng of DNA per reaction).

In addition towspgene sequence analysf¥plbachiastrains were distinguished
based on the amplicon size derived from the ansplion of a minisatellite marker,

Variable Number Tandem Repeats (VNTR-141). Thisoregvas amplified with the

primers Wob-F 5GGAGTATTATTGATATGCG-3 and Wob-R 5

GACTAAAGGTTAGTTGCAT-3 (Riegler et al., 2005), according to the following

cycling conditions: initiation at 94 °C for 2 mifgllowed by 35 cycles at 94 °C for 30 s,
55 °C for 30 s, 72 °C for 1 min, and then finally X for 4 min. Considering that this
IS a repetitive genome region that has the advantagrovide easyVolbachiastrain
identification by simply checking the PCR produiztes we included known amplicon
size positive controls in each experiment: il strain from D. willistoni Gd-H4
(370-bp fragment) andMel from D. melanogaste©regon (1,330 pb) (Riegler et al.,
2012).

PCR results were verified through electrophoredighe amplicons on 1%
agarose gels stained with ethidium bromide andalized under UV transillumination.
PCR products (10 pl) were purified by adding 0.5 (uU/ul) Shrimp Alkaline
Phosphatase (Promega AG, Wallisellen, Switzerland)0.5 pl (20U/ul) Exonuclease |
(New England Biolabs, Allschwil, Switzerland). Thisix was incubated at 37 °C for
45 min, followed by a 10 min inactivation step & “€.Amplicons from all markers
were submitted to direct sequencing at Macrogenc(dgen Inc., Seoul, Korea), and

each sample was sequenced in both directions.
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2.5 Sequence analysis

Chromatogram quality was evaluated using Chromaso Pt.5
(http://www.technelysium.com.aupequence similarity was obtained by comparison of
similarity values to the sequences deposited atGbeBank using BLASTn (NCBI,
available online). Sequence alignment was held @ItrstalWw implemented into Mega
5 (Tamura et al., 20)1 with later edition inBioEdit 5.0.9 (Hall, 1999).Consensus
sequence was generated based on the alignment ofirtdependent sequences.
Phylogenetic reconstruction was developed by theeighted-pair group method with
arithmetic mean analyses (UPGMA), based on theméent of multiplevspsequences

using the p-distance function, also in the Megadg@am (Tamura et al., 2011).

2.6 Dot-blot hybridization

Denatured DNA samples (lg) were transferred onto a nylon membrane
(Hybond-N+; GE Healthcare Biosciences, Pittsburg§®, USA). AlkPhos Direct
Labelling & Detection System and the CDP-Star KGE(Healthcare) were used to label
and detect nucleic acids according to the manufactuinstructions. A PCR-derived
wsp fragment fromD. willistoni was used as probe. We used as positive controls
laboratory isofemale lines fro@. melanogaste(Oregon line — USA)D. willistoni
(Gd-H4), D. paulistorumAmazonian semispecies (Belém — Brazil) dhdtropicalis
(0801 line — San Salvador — El Salvador). To enSvotbachiafree negative controls,
we used DNA samples from a plant (ri@ryzasativakindly provided by Dr. Carolina

Werner Ribeiro)and from vertebrates (rodem@xymycterus nasutusnd bird,Tringa

sp.).
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2.7 Real-time PCR

Samples of DNA from isofemale lines of differeDdtosophila species were
submitted to a relative quantification of tiasp gene by quantitative real-time PCR
(gPCR) using a StepOne Plus® (Life TechnologieglRane PCR System. The gPCR
conditions were: 95 °C for 5 min followed by 40 g at 95 °C for 15 s and 60 °C for
60 s to measure fluorescence. After, samples weaietl from 60 to 95 °C ata 0.3 °C/ s
temperature gradient to construct the denaturingecof the amplified products. In
order to specifically amplify a portion of thvespgene, we designed with the Primer3
software Rozen and Skaletsky, 200@0d used the following primers: WSPq-F325 (5'-
GGTGCARCGTATATTAGCACTCC-3') and WSPq-R470 (5-
GAACCGAAATAACGAGCTCCAG-3). We employed two contrgenesGlycerol 3
phosphate dehydrogenafepdh for D. melanogaste(Canton S) samples, afddibulin
for flies belonging to thevillistoni subgroup Gpdhwas amplified using the following
primers: GPDH 40 (8GAGGTGGCTGAGGGCAACTT-3 and GPDH 155 (5
AACCTCCACGGCATCAGCAT-3) (Depréa et al., 2009), and tReubulin genewas
amplified using TubulinSenseRT (5-CGACGAACAGATGCABCA-3’) and

TubulinAntiRT (5-GCCAATGAATGTGGCAGAC-3’) (Golombiski, 2007).

All samples were analyzed in quadruplicates, agldtive quantifications of
amplified products were made by theA2xCt method (Livak and Schmittgen, 2001)
using Ct values obtained with the StepOne v2.3soé. SYBR-green (Invitrogen) was
used to detect amplification and estimate Ct valaed to determine specificity of
amplicons by denaturing curves and melting tempegat (Tm).Gpdh and Tubulin
were used as internal control genes for the reda@xpression calculation®r D.

melanogasterand willistoni subgroup samples, respectively. We also employed th
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Canton S line fronD. melanogasteas the “basal infection” reference sample (Ventura

et al., 2012).

2.8 Statistical analysis

Significance inWolbachiainfection titer betweerDrosophila isofemale lines
was estimated by calculatingvalues from unpairetttests using Systat 12 software.

Statistically significant differences were assumartbnp < 0.05.

3 Results and Discussion

3.1DrosophilalD andWolbachiadouble screening

We analyzed a total of 91 isofemale lines fromwhiéstoni subgroup. They all
had theirCOI fragment amplified through PCR, attesting the dqualf the DNA used in
all PCR reactions. Based on the 671 base pair€@f 45 isofemale lines were
identified asD. equinoxialis,25 asD. willistoni, 18 asD. paulistorumand 3 asD.

tropicalis, corroborating the sympatry of these specieseri\arthern Region of Brazil.

In the Dot-blot screening (Fig. 1), all sampleswbd a positive signal for
Wolbachia, although with different signal intensities. Howev@&6% (69/91) of the
samples failed in thevspPCR diagnosigdata not shown). In general, samples with
strong signals in the Dot-blot were positive in g PCR using DNA extracted from
one single female, while samples with medium-to-iotensity were negative, though
some of the latter amplified in a second reactishen the DNA concentration was
increased. While this increment in DNA concentmatinay have helped these samples

to amplify, we cannot insure it did not inhibit theaction in the others.
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Bourtzis et al. (1996) developed a double screensigg both PCR and Dot-
blot with DNA from 41 Drosophila stocks from 30 different species using a 480-bp
dnaA fragment as a probe; they obtained around 6% @fpbsitive samples in the PCR
to be negative in the Dot-blot, but no sample neganh the PCR was positive in the
Dot-blot. On the other hand, our results with saapirom thewillistoni subgroup
showed higher sensitivity with the Dot-blot and &wsensitivity with the PCR. This
can be due to the use of a bigger fragment aslzeptbe higher quantity of total DNA

applied to the membrane and/or the lower infectada in some lines tested.

Nevertheless, PCR amplification issues Wiblbachiamolecular markers have
already been reported (Augustinos et al., 2011)camdbe caused by either low-titer or

multiple infectiong/Arthofer et al., 2009; Arthofer et al., 2011).

In order to quantify the different infection levedaggested by the Dot-blot, we
selected representative samples and performed atigtize PCR experiment.
Furthermore, we were able to verify compatible grats in the qPCR results, that is,
samples with stronger signals in the Dot-blot shibwee higher relative quantification
in the gPCR, while samples with weak Dot-blot slgnpresented lower relative

quantification (Fig. 1 and 3).

We summarize below the results and discuss the@ilications for each species.

3.2Wolbachiain D. willistoni

Among isofemale lines from the same spedswillistoni was the one whose
samples showed thargestsignal intensity differences in the Dot-blot. Allreales with

a strong signal amplifiedvsp both in the one and ten-female PCR reacti@s.the
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other hand, those with a weak signal did not amphf any reaction, except for the
sample (10D). This suggests a remarkable differaamecerningWolbachiadensity
among isofemale lines tested, which was furtherficoed by the gPCR results.
Samples with strong Dot-blot signal and respedtiggh relative quantification showed
a minimum of around 9 million-fold (sample 3A) aadmaximum of 50 million-fold
(sample 5A) moreWolbachia infection than the reference sample. Comparatively,
samples with weak Dot-blot signal presented a mimmof 31-fold (sample 1A) and a
maximum of approximately 2,000-fold (sample 6A) manfection than the Canton S

line (Fig. 3A).

In our previous work wittD. willistoni (Muller et al., 2012), we found 55% of
the individuals to be positive in thespPCR diagnosis. With this new approach
aggregating the Dot-blot and the gPCR, it was destnated that all isofemale lines
tested were indeed infected. We have also obsexvitern in which samples with a
weak signal in the Dot-blot usually do not amplifythe wspPCR, generating false
negatives. These facts may have led to an undeastn of the prevalence of infection

by Wolbachiain D. willistoni when using standard PCR as the only diagnosisadeth

All D. willistoni isofemale lines that amplified in tlespPCR were tested with
the VNTR-141 marker and amplified a fragment of shene size, corresponding to the
wWil strain, from the south (Pampa Biome and AtlanticeBt) to the north of Brazil
(Amazonian Rainforest) (Fig. 2Yherefore, these results point to an infectionustat
with continental magnitude bywaWil variant in this species (Fig. 2). Moreoverwias
not possible to determine whidWolbachiastrain is infectingD. willistoni isofemale

lines in low-titer.
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3.3Wolbachiain D. tropicalis

Including the laboratory line (0801) used as thsifpge control, we tested four
D. tropicalis isofemale lines. Two of them generated a weakasignd two of them
generated a strong signal in the Dot-blot. Agaimly samples with a strong signal were
positive in thewspPCR and have also amplified the minisatellite VNI&RL. The
amplicons from the latter marker presented theesponding size of th@Au line from
D. simulans and this identification was further reconfirmedraugh VNTR-141

sequence analysis.

Wolbachiawas previously detected in two isofemale lines frtns species
through PCR usin@6Sandwspmarkers, which led to the proposition that it woblel
the wWil strain infecting (Mateos et al., 2006)owever, these markers are rgutod
enough to correctly distinguishWil from wAu, although they can be discriminated

through analysis of the size fragment obtained fkMTR-141 amplification.

3.4Wolbachiain D. equinoxialis

For the first timeD. equinoxialiswas detected to harb®olbachia Previous
screenings in lines from this species did not detex bacterium (Mateos et al., 2006).
This may have occurred due to the use of uninfelabed, or it may also be the case of
false negatives due Wolbachialow-titer, since the 45 samples evaluated in owesy
showed a weak intensity signal in tbet-blot, and none of them amplified in the one-
femalewspPCR reaction. Moreover, in the real time PCR expent, D. equinoxialis
samples showed a relatively |IoWolbachiaquantification pattern, ranging from 1.48-
fold (sample 7D) to 92-fold (5E) moMYolbachiathan Canton S, without such marked

difference in the infection levels as we have sadd. willistoni (Fig. 3B).
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Seven samples amplified thesp fragment in the ten-female@spPCR reaction.
From these, it was possible to perform direct sequg of three amplicons, which
sequences had 100% similarity with the sequencesitep aswMel line from D.

melanogaster

None of the samples amplified the minisatellite keaVVNTR-141, which could
specify the strain infecting those flies. Therefams the infection iD. melanogaster
can be distinguished in five different variants\Wgblbachia(Riegler et al., 2005), we

will refer to this variant found iD. equinoxialisas awMel-like.

3.5Wolbachiain D. paulistorum

All samples ofD. paulistorumexhibited weak signal intensity in the Dot-blot,
and reflected similar relative quantification résuh the gPCR, from 16-fold (sample
3B) to 69-fold (sample 9E) moré/olbachiathan Canton S reference line (Fig. 3C).
Only two samples out of 18 amplifieelspin the second reaction (9F and the control
7G). From these, only the sequence of the labogralioe from the Amazonian
semispecies (Belem — Brazil) showed a good qualitthe chromatogram. However,
the sequence obtained is different from the oneipusly deposited as the specific
Wolbachiafrom this semispecies, &Ri-like (Miller et al, 2010), although it reveals

100% maximum identity with th&@Mel sequence.

Apart from those samples, it was possible to ampigpfrom aD. paulistorum
Andean-Brazilian (AB) semispecies laboratory liskpwing 100% maximum identity

with thewspsequence deposited fOr paulistorumOrinocan semispecies.
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The non-amplification in a standard PCR is expedted out of the 6D.
paulistorumsemispecies, Amazonian included, since they weyerted to be infected
with low-titer Wolbachia (Miller et al, 2010). Therefore, the low density tfe

endoparasite can result in false negatives img@ePCR.

3.6 Wolbachiain D. insularis

The D. insularis SL3 laboratory line was only submitted to the gqPCR
experiment, showing approximately 167-fold movéolbachia infection than the
reference line, Canton S (Fig. 3A). This standshasfirst registration ofVolbachiain
hosts belonging to this species, although the ckeniaation of this particular

Wolbachiastrain was not possible due to its low infectiovele

3.7 Wolbachialow-titer in thewillistoni subgroup

All five species from thewillistoni subgroup analyzed in this paper had
isofemale lines presenting low-titeWolbachia Low infection levels had been
previously reported only iD. paulistorum(Miller et al., 2010). It is clear now that this
low infection level may have been responsible ffigr ltack ofwWolbachiadetection inD.
equinoxialisin previous screenings that only used conventional RK2Reos et al.,
2006; Miller and Riegler, 2006). All isofemale Imdrom this species and db.
paulistorumlines tested exhibited only low-tit&/olbachia unlike D. willistoni andD.
tropicalis, which showed isofemale lines with both high ama Infection levels. In the
case oD. willistoni, the two patterns of infection verified throughohigization (Fig. 1)

were shown to be statistically differept£ 0.000) in the qPCR analysis (Fig. 3).
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3.8 Wolbachiaacquisitions betweebrosophila species from the Old World and the

willistoni subgroup

The strainsmWil, wAu andwMel are all phylogenetically related (Miller et ,al.
2006). However, the acquisition of the$®olbachia strains in D. willistoni, D.
tropicalis, D. equinoxialisandD. paulistorumAmazonian semispecies analyzed in this

study is more likely consistent with horizontalnsanission events.

Based on thewsp phylogeny, Miller and Riegler (2006) have proposkd
hypothesis thawAu-like variantsevolved in Neotropical species from tlsaltans
group, and those would be the potential donorstherhorizontal transmission 0.
willistoni, ultimately resulting in thewil variant. D. willistoni would have been the
likely donor to the Old World immigrant speciBs simulans based on the geographic
distribution overlap of these species and in thep andftsZ genessequence identity.

ThereforewWil would be theancestor ofwAu infection inD. simulans

We patrtially reproduced the phylogeny of the afcgationed study, yet with the
addition of new sequences (Fig. 4; for GenBank sgio@ numbers see Supplementary
Material). With the detection oivAu in D. tropicalis this species becomes a better
candidate tham. willistoni as a donor of the infection @. simulans As well asD.
willistoni, D. tropicalis populations also occur in sympatry witB. simulans
populations in a wide geographic distribution, frahe north of South America to

Central America.

WolbachiastrainswWil from D. willistoni andwAu from D. simulansshare the
samewsp sequence (Fig. 4), but exhibit dissonant infornmatio their respective

minisatellite (VNTR-141). FurthermorgWil is considered as a recent infectionDn
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willistoni. In this context, botlD. tropicalis and D. simulansemerge as potential
Wolbachiadonors toD. willistoni. Therefore, not onlywAu-like variants display a
Neotropical origin, but the venywAu infection, primarily characterized iD. simulans

in fact probably emerged in theillistoni subgroup, and may be the ancestor of the
wWil infection in D. willistoni, where the minisatellite marker suffered nuclestid

deletions.

In the case of thavMel-like variant found both inD. equinoxialisand D.
paulistorumAmazonian, the donor species could have been ditheimulans where
wMel was also reported (Mateos et al., 2006) DormelanogastefFig. 3B). These
species from thenelanogastesubgroup invaded the American continent withinldss
few hundred years (Irvin et al., 1998; Keller, 200yt D. simulansentered later than
D. melanogasteralthough there may have been more than one inttmoh event
(Hamblin and Veuille, 1999). From the ecologicalnpaf view, it is more likely that
the donor species iB. simulans sinceD. melanogastelis a domestic species that
usually does not invade natural environments (Kel®07). On the other hand.
simulanshas a less close connection with humans and ibtissao restricted to urban
environments, in fact being very frequent from sezato forestry environments with a
mild to high level of anthropic action (Sene et 4980; Ferreira and Tidon, 2005).
More generalist Neotropical species, such as fioawillistoni group, coexist not only
geographically, but also in the same environmasften even sharing oviposition sites
(Valente and Araujo, 1986; Valiati and Valente, @99ynchronously and syntopically.
Parasite mites live associated to drosophilid conities, and they might work as
horizontal transmission vectors, as already dematest in the laboratory (Huigens et
al., 2004; Rozhok et al., 2011). Therefore, cormgidethat the horizontal transmission

requires at least one contact form between the rdamd the receiver, or even through a
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vector,Wolbachiatransmission fronD. simulango D. equinoxialisandD. paulistorum
Amazonian is a quite plausible situation. Howeveven though it is less likely
ecologically, we cannot discar®®. melanogasteras the infection donor, since
populations from this species present a high pesxa of thevMel variant (Nunes et
al., 2008). In either case, the possible mechananh®rizontal transmission remain to

be further investigated.

An independent evidence of horizontal transmissiowolving Old World
drosophilids and a Neotropical species comes frben dharacterization of the first
Wolbachiainfection in aD. paulistorumAmazonian line (Miller et al., 2010). Tivesp
sequence from this infection has 100% similaritgthwihe wRi sequence fronD.
simulans(Fig. 4), suggesting the same transmission fltnat ts, fromD. simulango a

Neotropical species.

4 Conclusions

Our results suggest that there are differencesanrifection levels o¥Wolbachia
among species from theillistoni subgroup oDrosophila both inter and intraspecific.
The Dot-blot technique was more suitable Y@olbachiapresence/ absence detection
than standard PCR, since amplification throughdseth PCR frequently failed in the
case of low-titeWolbachia generating false-negative diagnosis. Anyway, \eeavable
to recover our Dot-blot results using the highlywsgve method of real-time PCR,
confirming the difference in infection levels fouadhong isofemale lines. Aside from
the gPCR, the low-titer issue could also be circemed by the PCR-blot approach, a
technigue that combines non-quantitative PCR arulithigation (Arthofer et al., 2009),

and allows the tracing and further strain charaaéon of low-titerWolbachia.
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The Wolbachiavariant wwil is present inD. willistoni populations from the
south or the north of Brazil, showing an infectioh continental proportionsThe

intraspecific differences in the levels of infectieemain to be investigated.

D. tropicalisis the more likely donor of th&Au infection toD. simulans This
Wolbachiavariant probably has its origin in thdllistoni subgroup and possibly is the
direct ancestor of the\Wil variant fromD. willistoni, which evolved shortening the size
of its VNTR-141. However, we cannot suggest thead@pecies of the infection 0.

willistoni, since it could have been bdh tropicalisandD. simulans

Two speciesD. equinoxialisand D. paulistorumAmazonian, both present a
wMel-like variant infection, suggesting horizontahrismission coming from the Old
World invasive specieB. melanogasteor D. simulansthe latter being more plausible
from the ecological point of view. Additional scréegs in natural populations from
these two cosmopolitan species in South and Cerfrakerica could provide
information that may elucidate the donor specieshefinfection to species from the

willistoni subgroup.
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Figure 1. Dot-blot assay autoradiogram to deternvwbachiapresence or absence.
Iconographies under each dot specify DNA origin afgb indicate which samples
amplified in thewspPCR diagnosis.
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Figure 2. PCR-amplification of the VNTR-141 minisllite marker in DNA samples
from flies collected in the Amazonian rainforest)(Aampa biome (B) and Atlantic
forest (C). C-: negative contronWil (387 bp),wMel (1.330 bp) andvAu (530 bp)
represent the size positive controls, amplifiedfiD. willistoni GdH4,D. melanogaster
Oregon andD. tropicalis 0801, respectively. Collection Sites: Tapajos Natlo~orest
(samples 1-7); Bagé/ RS (8-16); Pontal do ParaR&/1?); Osério/RS (18); Laguna/SC
(19) and Maracaja/SC (20-21).
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respective hybridization signal intensities in ba-blot (Fig. 1).



wspt
wYak
wSpt
wSpt
wSpt
wSan
wAu-like
wAu-like

wAu-like
wAu-like
wAu
wAu
wWwil

1
—— N

wSpt
wSpt
wSpt
wSpt
wPro
wPro

wSpt

|—|—|_|='—|

wMel-like
wMel-like
wMel
wMel
wDin
wRec

— wBif

| WRi-like
I whi

0.05 0.04 0.03 0.02 0.01 0.00
substitutions / site

55

D. teissieri

D. yakuba

D. septentriosaltans BCI1
D. arawakana

D. ananassae

D. santomea

D. paulistorum OR

D. paulistorum AB

D. paulistorum CA

D. paulistorum TR

D. simulans

D. tropicalis

D. willistoni

D. septentriosaltans PLR1
D. septentriosaltans BCI2
D. septentriosaltans PLR2
D. septentriosaltans PNM1

D. prosaltans SG1

D. prosaltans SG2

D. septentriosaltans PNM2
D. equinoxialis

D. paulistorum AM

D. melanogaster
D. simulans

D. innubila
D. recens
D. bifasciata

D. paulistorum AM
D. simulans

Figure 4. Similarity cladogram built by the UPGM/Aethod based on thespsequence
alignment. Host species from thdlistoni subgroup are written in bold.
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Palavras-chave: subgrupwvillistoni, COI, introgresséo, Wolbachia kI-3, DNA
barcoding

Resumo

O subgrupo criptico d®rosophila willistonj um conjunto de espécies neotropicais,
oferece um complexo desafio para taxomonistas e apwtunidade para testar
métodos baseados em DNrarcoding Foram sequenciados a regido 5’ @@l de
amostras de populacfes naturais e de linhagembdeatorio previamente identificadas
por métodos taxondmicos tradicionais. Identificabaseada em distancia genética de
COl nao discrimina corretamente as espécies. Um lippl@ompartilhado entre as
espécied. willistoni e D. insularisaparece como a primeira evidéncia de introgressao
mitocondrial em populacdes naturais. Introgressdibegentes infeccdes pdvolbachia
parecem em parte responder pelos padrdes de \anagatDNA. Devido a complexa
evolucdo mitocondrial no subgrupadllistoni, nés sugerimos o uso de um segmento do

gene nucleakl-3 para a identificagdo molecular destas espécies.

Introducao

Quando Theodosius Dobzhansky (1900-1975) proferiinase “As espécies
existem independente de nossa habilidade paraifaénlas” foi inspirado em parte
pelo seu trabalho empirico com espéciedDdasophila Na regido neotropical foi o
subgrupo criptico d®rosophila willistoni Sturtevant, 1916, que lhe proporcionou um
desafio taxonémico, tendo participado da maiorepdds descricbes das espécies do
subgrupo: Drosophila equinoxialis Dobzhansky, 1946,Drosophila paulistorum
Dobzhansky and Pavan in Budaal., 1949,Drosophila tropicalisBurla and Da Cunha
in Burla et al, 1949,Drosophila insularisDobzhansky in Dobzhanskst al, 1957 e
Drosophila pavlovskianaKastritsis and Dobzhansky, 1967. Também descreveu
baseado em testes de cruzamento, as chamadas Esmneie0u racas geograficas do
complexo da superespédie paulistorum(Dobzhansky & Spassky, 1959): Amazénica,
Andino-Brasileira, Centro-americana, Orinocana ansicional, por ele denominadas
espéciesn status nascenddor apresentarem entre si um forte isolamentadeivo.

Mais tarde uma sexta semiespécie, Interior, f@aata (Pérez-Salasal, 1970).
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A despeito da alta similaridade na morfologia enderas espécies do subgrupo
willistoni mostram diferengcas em estruturas morfoloégicasemainalia dos machos,
hipandrio e epéandrio, (Malogolowkin, 1952; Spassk957), na organizagdo dos
cromossomos politénicos (Rohdg al, 2006) e em suas biomoléculas, sistemas
aloenzimaticos (Garciet al, 2006) e sequéncias de DNA (Rael, 2010). Contudo,

a maior parte destes métodos taxonémicos envolee gihu de treinamento para
execucao e ou interpretacao dos resultados. Nestexto, o uso de DNAarcoding
mostra-se uma ferramenta padronizada, de relatwxolrusto e facil execucdo, que
poderia proporcionar identificacdes precisas paepde nao taxonomistas.

Proposto a cerca de uma década, o método taxond&heidONA barcoding
(Hebertet al, 2003) faz uso de uma porcgéo 5’ de 648 paressestdo gen€itocromo
Oxidase subunidade (COI) para a identificacdo de espécies animais baseado
quantidade de distancia genética entre as segséan@stradas. Esta metodologia
prediz que as distancias genéticas intraespecifidaterespecificas serdo distribuidas
bimodalmente e assim havera um intervajap| de divergéncia entre sequéncias de
diferentes espécies do mesmo género (Alexaeteal, 2009). O conhecimento da
variabilidade tanto intraespecifica quanto inteeeffira da sequéncia em dado grupo €
fundamental para se estabelecer um linttareghold de distancia genética apropriado
para a separacdo das espécies. De modo geralit® dien3% de divergéncia genética
funciona relativamente bem para separar espécies rgsultaram de especiacao
alopatrica e gradualmente acumularam diferentesagbas (Sbordoni, 2010). DNA
barcodingtem sido aplicado a problematica das espéciesiaa$pte drosofilideos e
tanto casos de sucesso na deteccdo de novas esféassinet al, 2008), quanto
exemplos onde a ferramenta falhou (Yassial, 2010) foram relatados.

Sequéncias de genes mitocondriais das espéciagdaupowillistoni ja foram
avaliadas em nivel filogenético (Gleaseinal,1998; Robeet al, 2010) e as relacbes
recuperadas mostraram incongruéncias quando cod@zaras obtidas com genes
nucleares. A maior parte das incongruéncias sesaltado provavelmente de eventos
de hibridizacdo entre as espécies, com a ocorréeimtrogressdo assimétrica da
mitocondria. Com uma histoéria evolutiva diferents dnarcadores nuclear€0l falha
em ser uma boa referéncia como DMArcoding dentro das espécies do subgrupo
willistoni (Robeet al, 2010). Contudo, vale salientar que os dois estwitados n&o
usaram a regido proposta corbarcode no geneCOl e avaliaram a variabilidade

intraespecifica em um numero reduzido de sequén€ascesso a variabilidade
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genética em populacdes naturais e a comparacao liobigens de laboratorio,

previamente identificadas, permite ampliar o comhento sobre a extensdo das
limitacbes deste marcador para a identificacdo efgmecies. O uso de marcadores
moleculares alternativos para este fim também éjaes, bem como a busca por
evidéncias que permitam melhor explicar a hist@#& evolugcdo mitocondrial no

subgrupowillistoni.

Neste trabalho nds avaliamos os padrdes de variagdotDNA (regido do
barcodg de espécies do subgrupadllistoni, em amostras de popula¢gdes naturais da
floresta amazobnica e linhagens de laboratoério,utli®os 0s possiveis eventos que
moldaram estes padrbes, as implicagbes como um D&tédoding e propomos um

novomarcador nuclear como alternativa para a identifioanolecular das espécies.

Resultados
Rede de haplétipos

Foram sequenciadasCDI de um total de 121 isolinhagens, 118 pertencextes
subgrupowillistoni, sendo 108 descendentes de fémeas recentemeetades| e 10
sequéncias de linhagens de laboratério previamdatdificadas. Um alinhamento de
671 bases foi gerado com 60 sitios variaveis sepsotodos os polimorfismos séo
silenciosos.

Uma rede haplotipica foi produzida (Fig. 1) mosii@ras relacdes entre 0s
haplotipos deCOl. Quatro grupos haplotipicos foram delimitados hdee na distancia
genética media entre eles (>2%) e denominados draplos |, Il, Il e IV. As distancias
médias dentro dos haplogrupos foram menores quéds%haplétipos das linhagens de
referéncia agruparam nos seguintes grupogaulistorumAmazoénica (C1) e Andino-
Brasileira (C4) no haplogrupo D. paulistorumTransicional (C6), Centro-Americana
(C7), Orinocana e Interior (C5) no haplogrupoDl; equinoxialis(C4) no haplogrupo
[l e D. willistoni (C4), D. tropicalis (C3) eD. insularis(C9) no haplogrupo IV.

Com isso, todos os haplotipos dos haplogruposl f@am identificados como
pertencentes ®. paulistorum(n = 21), enquanto que os do haplogrupo IIDa
equinoxialis (n=69). No haplogrupo IV, encontram-se sequénoisréncia de trés
espécies,D. willistoni, D. tropicalis e D. insularis As linhagens que agruparam
proximas a sequéncia de. tropicalis tiveram suas identidades reconfirmadas pela

analise do hipandrio. Assim foi criado um subgrugentro do haplogrupo IV,
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denominado haplogrupo Vb, contendo haplétiposhaidos aD. tropicalis (n = 4).

Como D. insularis tem distribuicdo geogréfica restrita a ilhas dailizgg os demais

haplétipos do haplogrupo IV foram atribuidoB .awillistoni (n = 24).
Compartilhamento de hapl6tipos ocorreu entre asiesgcies Interior e

Orinocana (C5) e entre as espé@esvillistoni e D. insularis(C9).

Diversidade e distancia genética

indices de diversidade genética sdo mostrados heldd. A amostra com
maior diversidade haplotipica foi a @e willistoni (Hd = 0,801 + 0,071) seguida pela
de D. paulistorum(Hd = 0,743 + 0,083).D. equinoxialis mostrou a mais baixa
diversidade haplotipica e também nucleotidldd € 0,115 + 0,052 = 0,00026). As
amostras das espéci€s tropicalis e D. insularis foram excluidas das analises de
diversidade molecular devido ao reduzido tamanhostia. Nos testes de neutralidade,
somenteD. willistoni e D. equinoxialisapresentaram valores negativos tantdbnde
Tajima quanto né& de Fu e estatisticamente significativBs<(0.05).

Distancias genéticas K2P intraespecificas e infedBcas sdo mostradas na
Tabela 2. Assumindo urnihresholdde somente 2%, as distancias entre as espBcies
willistoni, D. tropicaliseD. insularisestariam abaixo deste percentual de corte, ou seja,
seriam consideradas como pertencentes a uma mepgEe Ja as demais espécies sao
discriminadas neste limiar de distancia. paulistorum mostrou a maior distancia
genética intraespecifica, enquanto dDe equinoxialis mostrou a menor distancia
interna.

Na Tabela 3 sdo mostradas as distancias genéti2Bs dentro e entre 0s
haplogrupos. Destaque para a distancia entre dsgnapos | e Il, onde ambos séo
compostos por haplétipos de individuos Riepaulistorume mostram uma distancia
média de 4,1%. Assim, em umresholdde 3% estes grupos seriam considerados como
espécies diferentes como observados para os valtasscomparacdes entre 0
haplogrupo (I B. paulistorum) com os haplogrupos lIll, IV (IVb) dB. equinoxialis D.

willistoni e D. tropicalis respectivamente.

Arvores filogenéticas
Os modelos de substituicdo nucleotidica com poétuagais baixa no Critério

de Informacéo Bayesiana (BIC) foranGeneral Time Reversibleom correcdo gama
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(GTR + G, BIC = 3954.130) €amura 3-parametecom correcdo gama (T92+G, BIC =
3118.991) para as sequéncia<d¥ e kl-3 respectivamente.

As arvores de Maxima Verossimilhanca dos marcadsitesnostradas junto dos
graficos de transicdo e transversdo (Fig. 2). Ocauar mitocondrial satura pela
distancia GTR proximo de 10% de divergéncia (Fig).2As distancias entre as
espécies do subgrupdgllistoni estdo abaixo de 5%. Portan®0I ndo satura dentro do
subgrupo, mas satura para espécies do grupo extdino marcador nuclekl-3 ndo
mostra sinal de saturacéo (Fig. 2B).

Na reconstrucao utilizando-se as sequéncias@leD. paulistorummostrou-se
como sendo um grupo parafilético. A linhagem maisab € formada por um clado
contendo D. paulistorum Andino-Brasileira e Amazobnica. As sequéncias De
tropicalis, D. insularis e D. willistoni agrupam formando um clado monofilético bem
suportado (Fig. 2A). Na arvore #&3 a linhagem mais basal é a De insularis As
sequéncias dB. tropicalis, D. insularise D. willistoni sdo separadas e a monofilia de

D. paulistorumé recuperada (Fig. 2B).

Discussao

Complexa evolucédo mitocontrial

A rede de haplétipos d€EOI e a reconstrucdo das relagdes evolutivas deste
marcador em comparagdo com a histéria evolutivandenarcador nuclear evidenciam
uma complexa evolucdo mitocondrial no subgruptlistoni. As incongruéncias
anteriormente encontradas (Robe al, 2010) sdo corroboradas nas reconstrucdes
filogenéticas da regidao 5 do gei@Ol e na do segmento do gene nuclkldB. A
excecao € o posicionamento basalDdepaulistorumAndino-Brasileira formando um
clado com a semiespécie Amazonica na arvore@le

Comparando os padrbes de diversidade nas trési&spgém um maior numero
amostral, D. equinoxialis demonstrou possuir uma diversidade genética menor
relacdo as suas espécies irntspaulistorume D. willistoni. Essa reduzida diversidade
haplotipica e nucleotidica e. equinoxialispodem ser resultado de uma reducao
demografica, “gargalo de garrafa”, ou ainda devadama varredurasyveep por

Wolbachia A hipétese de reducdo populacional estaria beporsada se as demais
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espécies do subgrupo apresentassem diversidadad&dusto que elas compartilham
ndo s6 uma ampla &rea de distribuicdo geograficeode do Brasil, mas também sitios
de alimentagcdo e ovoposi¢cdo (Valente & Arautjo, 198bmoD. paulistorume D.
willistoni mostram elevados indices de diversidade genétitépotese de gargalo de
garrafa como possivel explicacdo para a reduzirsidade d®. equinoxialistorna-
se menos provavel.

Por outro lado, as trés espécies em questdo formmntadas abrigando o
endossimbiontéVolbachia D. willistoni parece ter sido infectada recentemente pela
linhagemwWil, pois amostras coletadas antes de 1970 ndoranosinal da infeccao
(Miller & Riegler, 2006). ContudoWolbachiaparece nao ter afetado a diversidade
mitocondrial nesta espécie (Mullet al, 2012). A elevada diversidade haplotipica de
COl (Fig. 1) das amostras amazonicas, também foi dectada par®. willistoni em
amostras do sul do Brasil, na Mata Altantida (Muéeal, 2012) e no bioma Pampa
(dados nao publicados).

A relagdo do endossimbionte cddnosophila paulistorum® mais antiga, onde,
segundo Miller et al. (2010) todas as semiespé&@eshospedeiras d¥olbachiae no
minimo trés diferentes variantes da bactéria, iml@acas avAu, sdo especificas das
semiespécies Orinocana, Centro-Americana e TransiCiNa semiespécie Amazoénica
foi encontrado uma linhagem relacionadavRi, sugerido pelos autores como uma
aquisicdo recente via transmissdo horizontal enstgsuigdo a uma linhagem mais
antiga. A grande distancia genética entre os hagiog | e 1l deD. paulistorum
(Tabela 3) e o longo comprimento de ramo que legackado formado pelas
semiespécies Andino-Brasileira e Amazénica (Fig.p@de ser devido ao aumento da
taxa de substituicdo. A aceleracdo da taxa de iBUb&b nucleotidica atribuida a
Wolbachiafoi relatada pardrosophila recensia comparacdo com sua espécie irma
Drosophila subquinariaque néo é infectada (Shoemakeal, 2004). Assim € possivel
gue um fendmeno semelhante tenha ocorriddeipaulistorum onde uma variante de
Wolbachia tenha acelerado a divergéncia na linhagem mito@ndue levou a
Amazonica e Andino-Brasileira. Contudo esta hipdtésve ser testada com a analise
de outros genes mitocondriais.

A infecgao por uma variante &féolbachiarelacionada aMel foi recentemente
detectada em baixas quantidades nas isolinhager3. dguinoxialis usadas neste
estudo (dados ndo mostrados - Capitulo 3 destg.TRdmhagemwMel pode induzir

diferentes niveis do fenoétipo de incompatibilidant®plasmatica (Mercot & Charlat,
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2004), o qual poderia levar a um aumento da quashtidde fémeas infectadas na
populacdo em relagdo a fémeas ndo infectadas. CdMoibachia é transmitida
verticalmente da mesma forma que a mitocondria,ocoma heran¢ca materna, selecao
positiva atuando sobr&Volbachia levara também ao aumento da frequéncia na
populacdo da mitocOndria associada a ela, em uito efarona. Isto pode causar a
diminuicdo da diversidade mitocondrial, visto géenéas néo infectadas tem menor
chance de deixar descendentes, pois somente podemn grole de machos néao
infectados, enquanto que fémeas infectadas poderepseduzir tanto com machos
infectados como né&o infectados (Turelli & Hoffmant991). Assim a reduzida
diversidade haplotipica e nucleotidica encontraaalDe equinoxialis pode ser em
decorréncia d&Volbachia

O compartilhamento do haplétipo C5 (haplogrupo dijtre D. paulistorum
Interior e D. paulistorum Orinocana pode estar representando a retencdomde u
polimorfismo ancestral considerando-se que estasiespécies divergiram muito
recentemente. Por outro lado, tal hipotese é indwelv para explicar o
compartilhamento do haplétipo C9 entde willistoni e D. insularis Estas espécies
foram as primeiras a divergirem no subgrupidlistoni e o compartilhamento deste
haplétipo poderia ser explicado por um evento deogmessdo mitocondrial. Em
condicbes de laboratorio, hibridos interespecififoeam facilmente obtidos do
cruzamento entre fémeas DBe insularise machos d®. willistoni, contudo todos os
hibridos foram estéreis e o cruzamento reciprocamante produziu prole (Winge,
1965). Isto n&o significa necessariamente que harer®m, em um contexto passado
envolvendo diferentes genotipos, ndo possa teridooa producao de hibridos férteis,
ou com algum grau de fertilidade, entre estas é&spéd-Emeas hibridas férteis
retrocruzando com machos da espécie paterna poderteogredir a mitocondria da

espécie materna na populagédo da espécie paterna.

Identificacdo molecular das espécies

Como previamente apurado por Robe al (2010) para outros marcadores
mitocondriais, também a regido 5’ do g&2@l falha como um DNAarcodingpara a
identificacdo das espécies do subgrugitistoni, tanto em uma estratégia baseada em
distancia genética quanto em arvore filogenéticanidm limiar threshold)pode ser

delimitado no sentido de discriminar corretamergeegapécies e diferentes espécies
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agrupam no mesmo clado na filogenia. Marcadoredeargs podem ser mais
adequados para este fim, diante da complexa lst¥dlutiva do genoma mitocondrial
observada nas espécies do subgmplistoni moldada por eventos de introgressao e
diferentes infeccfes p¥volbachia

O uso do segmento do gerd3, em uma técnica baseada em arvore
filogenética, pode ser eficiente para a identiffmagdas espécies do subgrupbistoni.
Este marcador € recomendado para resolver reldijégenéticas entre espécies de
Drosophilaque divergiram recentemente (Koepal.,, 2006) e as relacdes recuperadas
com este marcador para as espécies do subgrupass@@smas obtidas com outros
genes nucleares (Gleas@t al,1998; Robeet al, 2010). Além disso, por estar
localizado no cromossomo Y, este marcador ndo ebéieo de recombinacdo e € bem
conservado a nivel intraespecifico, embora mosteeeticas interespecificas (Carvalho
comunicacao pessoal, 2009). No caso das semiespii® paulistorum Orinocana,
Interior e Andino-Brasileira compartilham um hapét do genekl-3, enquanto
Amazonica e Transicional compartilham outro. Somé&gntro-Americana mostrou um
haplétipo exclusivo. Portanto, mesmo apresentaraionprfismos intraespecificos, a
retencdo de polimorfismo ancestral neste marcatdpede que ele possa ser usado

unicamente para a identificacdo das semiespécibs piulistorum

Procedimentos experimentais
Amostragem dos taxons

Foram coletados espécimes@imsophiladentro de uma regido de simpatria na
floresta Amazbnica de quatro espécies do subgmpiestoni (D. willistoni, D.
paulistorum D. equinoxialise D. tropicaliss no Estado do Para, norte do Brasil,
especificamente na Floresta Nacional do Tapajésltede (2°47'58.873"S /
54°54'0.850"W) e na Fazenda Taperinha, Santarég6'@r.967"S / 54°41'55.446"W)
em maio de 2011. As moscas foram capturadas usaddcentomoldgica e armadilhas
de garrafa PET (Tidon & Sene, 1988) contendo baadeamento bioldgico.

As amostras foram analisadas no laboratério conestereoscopio, e as fémeas
pertencentes ao subgrupallistoni foram separadas e dispostas em meio com farinha
de milho e levedura (Marquest al, 1966), a fim de estabelecer isolinhagens. Estas

isolinhagens foram codificadas e mantidas em um@a@ de demanda bioquimica de
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oxigénio (BOD) a 22 ° C em um fotoperiodo de 12i12laro/escuro), sendo o meio de
cultura substituido semanalmente.

Foram adicionadas a amostragem de campo, linhatgetaboratério de cada
uma das espécies e semiespécies do subgyilisioni, identificadas pelos métodos
taxondmicos tradicionais. Sdo elds: willistoni Gd-H4 (Guadeloupe — Pequenas
Antilhas, 12 Genomes Consortium, Claet al, 2007), D. paulistorum Andino-
Brasileira (Morro da Lagoa da Conceicdo, Floriariépe Brasil), D. paulistorum
Amazobnica (Belém — BrasilD. paulistorumOrinocana (Georgetown — Guian#),
paulistoruminterior (Llanos — Colémbia)D. paulistorumTransicional (Santa Marta —
Colémbia), D. paulistorumCentro-Americana (Lancetilla — Hondura®), tropicalis
(linhagem 0801, San Salvador — El Salvadbr)gequinoxialis(Apazapan- México) e
D. insularis (linhagem SI-3 — Santa Lucia). As sequéncias abtidestas linhagens
funcionam como referéncia para a identificacdosgagiéncias obtidas das amostras de
populacdes naturais. Quando necessario, para ssstardentificacdo da espécie pelo
marcador molecular estava correta, a identidaderdoonfirmada pela andlise da
terminalia do macho, comparando o formato do hiparel epandrio aos descritos por
Malogolowkin (1952) &passky (1957).

Procedimentos de biologia molecular

O DNA dos espécimes foi extraido pelo método deur@lcom o Kit
NucleoSpi® Tissue (Macherey-Nagel, Diren, Germany) seguimnglonatrucdes do
fabricante.

Todas as reagOes de PCR foram feitas em um volen2s gl usandol-2 pl de
DNA total com 12,5 upl PCR Master Mix 2X (Fermentas, Lithuania)
(0.05U/ulTagDNA polimerase, 10Xuffer, 4 mM MgCh, 0.4 mM of each dNTP), 1 ul
de cadarimer (20 uM each) e agua ultrapura para completar awelfinal.

Os primers TY-J-1460 5-TACAATCTATCGCCTAAACTTCAGCC-3' e C1-
N-2329 5- ACTGTAAATATATGATGAGCTCA-3' (Simon et al, 1994) foram
usados para amplificar um fragmento de aproximads @50 pb do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase subunidade(COI) que se sobrepde com a regido recomendada
para DNAbarcoding Os ciclos de temperatura foram: 5 min a 95 °Quisl® de 35
ciclos de 94 °C por 40 s, 55 °C por 40 s e 72 °Clpmin, com uma extensao final de 3
min a 72 °C.



66

Os primers KI-3Y_F 5-AGCCAGGCGTTCAGTAACAC-3' e KI-3Y_R 5-
GATGCCATTGCTACAGTTGACTT-3, foram desenhados no gmama online
Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000) tendo como basegaéncia de cDNA, depositada
paraD. willistoni, do gene nucledator de fertilidade do mach(xl-3) que codifica uma
proteina dineina de cadeia pesada (Carvethal., 2000). Esteprimersforam usados
para amplificar, no DNA proveniente de machos, egnsento de 624 pb com as
seguintes condi¢cdes de ciclagem: 3 min a 95 °Qjidegle 40 ciclos de 95 °C por 1
min, 60 °C por 1 min e 72 °C por 1 min e 30 s, aoma extensdao final de 5 min a 72
°C.

Todos os produtos de PCR foram verificados pordataese em gel de agarose
1% com brometo de etidio e visualizados sobre w@mslominador ultravioleta. Os
amplicons foram submetidos para purificacdo e semjamento direto na Macrogen

(Macrogen Inc., Seoul, Korea). Cada amplicon fgussmiciado com ambos pamers

Analises de bioinforméatica
O cromatograma das sequéncias foi inspecionadoagvgma Chromas Pro 1.5

(http://www.technelysium.com.qwe a edigdo realizada no BioEdit (Hall, 1999). As

sequéncias foram alinhadas com o algoritmo ClustdMiggins et al, 1994)
incorporado no programa Mega 5 (Tametaal, 2011). Sequéncias consenso foram
geradas baseadas em no minimo dois sequenciantaigpgndentes.

O alinhamento de todas as sequéncias consenS®@t®i analisado usando o
programa DnaSP 5.19 (Librado & Rozas, 2009) pdaulea a diversidade nucleotidica
e haplotipica. Testes de neutralidade foram exdostasando o programa Arlequin
3.11 (Excoffieret al, 2005). Uma rede de hapldtipos @Ol foi desenhada no
programa Network (Bandedt al, 1999) com base no algoritmo ehedian-joining As
distancias genéticas dentro e entre os gruposti@ptis e as espécies foram estimadas
no programa Mega usando a distancia de Kimura &apetros (K2P) (Kimura, 1980).

Os conjuntos de sequéncias alinhadas de cada roafoadm individualmente
testados para saturacdo no DAMBE 4.5.22 (Xia & 2@)1). O nivel de saturacdo das
sequéncias foi avaliado através da analise gréficanumero de transicbes e
transversdes (ti/tv) versus a distancia genéticagida segundo o modelo predito de
evolucéo da sequéncia.

Para as analises filogenéticas foram usadas somemiesequéncia de cada

marcador COI e kI-3) para representar cada espécie, com excec@n gaulistorum
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que teve sequéncias de ambos os marcadores paaseadespécie. Foram ainda
adicionadas sequéncias de trés espécies para @amair grupo externd. fummipenis
(Joinville — Brasil) D. capricorni e D. stutervanti As reconstrugdes filogenéticas de
cada marcador foram conduzidas no Mega 5 pelo mé&edaxima Verossimilhanca.
Os modelos de substituicdo nucleotidica foram egbod com base na pontuacdo mais
baixa no Critério de Informacdo Bayesiana (BIC) pamados os valores de 24
diferentes modelos. O método de busca heuristitizaadb € o Nearest-Neighbor-

Interchange(NNI). O suporte dos ramos foi testado com 10@licacdes déootstrap
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Figura 1. (A)Median-joining Networldo marcador daitocromo oxidade subunidade |
(CQOI) das amostras do subgrupdlistoni. Quatro haplogrupos séo indicados (I,ILIII e
IV). Namero dentro dos quadrados indica o nUmergagsos mutacionais entre os
grupos. Vetores médios representados por pequdrmgos em vermelho. Circulos
amarelos representam diferentes hapl6tipo£@¢ sendo o diametro proporcional a
frequéncia. Circulos total ou parcialmente em piathcam haplotipos obtidos das
linhagens de laboratério. (B,C,D e E) Detalhesrd&s;6es entre os haplétipos em cada
haplogrupo. Barras perpendiculares nas retas guectaim os haplotipos representam
passos mutacionais.
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Figura 2. Arvores filogenéticas de Maxima Veros#iamnca obtidas com os dados (A) do gene mitocon@d e (B) do gene nucle&t-3.
Apenas os valores de suportebd®tstrapiguais ou maiores que 75% sédo mostrados paractadia Acima das arvores os gréficos de saturagéo
para cada particdo de dados.




Tabela 1. Namero de individuos, haploétipos por espéndices de diversidade genética e
testes de neutralidade.

Espécie n Haploétipos Diversidade Diversidade D de Tajima F de Fu
deCOl Haplotipica Hd) e nucleotidica
DP (T9)
D. equinoxialis 68 4 0,115 + 0,052 0,00026 -1.89632 -3.11772
P =0.00100 P =0.00500
D. willistoni 24 11 0,801 £ 0,071 0,00229 -1.79063 -6.75423
P =0.02600 P =0.00000
D. paulistorum 21 7 0,743 £ 0,083 0,01675 1.18225 5.79428
n/s n/s
D. tropicalis 4 3 -* -* -* -*
D. insularis 1 1 -* -* -* -*

n = nuimero de individuos

DP = desvio padrao

P = probabilidade

n/s =p-valor ndo significativo

* = excluido da andlise de diversidade moleculaidieao reduzido tamanho amostral.



Tabela 2. Distancias genéticas K2P intraespeciédaterespecificas.
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Espécie Dist.
Intraespecifica e
erro padrao

Espécies

Dist.
Interespecifica e
erro padrao

D. willistoni 0,0023 + 0,0007 D.
D.
D.

D.
D. equinoxialis 0,0003 + 0,0001

D
D
D.
D. paulistorum 0,0173 £ 00,0030 D
D
D.

D. tropicalis  0,0025 + 0,0014
D. insularis =

willistoni X D. equinoxialis
willistoni X D. paulistorum

willistoni X D. tropicalis

willistoni X D. insularis

. equinoxialisX D. paulistorum

. equinoxialisX D. tropicalis

equinoxialisX D. insularis

. paulistorumX D. tropicalis

. paulistorumX D. insularis

tropicalisX D. insularis

0,035 + 0,007
0,038 + 0,006
0,011 + 0,003

0,003 + 0,002
0,041 + 0,007

0,038 + 0,007
0,032 + 0,007
0,042 + 0,006

0,038 + 0,006
0,011 + 0,004




Tabela 3. Distancias genéticas K2P dentro e esth@plogrupos.

Dist. Intragrupo e Dist. Intergrupo e
I 0,0021 + 0,0010 I x 1 0,041 + 0,007
I x 1l 0,046 + 0,008
I x IV 0,042 + 0,007
Il 0,0066 + 0,0024 I x i 0,022 + 0,005
X Iv 0,029 + 0,006
[l 0,0003 = 0,0001 " x v 0,035 = 0,007

\Y 0,0044 + 0,0012 - -
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CAPITULO 5

Il —DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os achados obtidos no presente estudo sdo relsyquuis sdo o0s primeiros obtidos
diretamente de populacdes naturais. As linhageraklmbratorio foram usadas como material
de referéncia, previamente identificado por métadrsnémicos convencionais.

No primeiro estudo publicado desta tese (capityldvller et al, 2012), usando
somente a PCR do gemspfoi detectado infeccdo pa¥olbachiaem 55% da amostra di
willistoni coletadada na Mata Altantida, sul do Brasil. Estiltado difere do encontrado por
Miller & Riegler (2006), que detectaram/olbachiaem todas as linhagens continentais
coletadas do México ao Uruguai nos anos de 199ibs. aVale salientar que além dsp
PCR, o trabalho contou com diagndéstico [@wuthern hibridization Assim os autores
assumiram qu&/olbachiaestéa fixada nas populac¢des continentai® deillistoni.

No segundo artigo da tese (capitulo 3), todas abnlmgens deD. willistoni,
descendentes de individuos coletados na Florestz@mta foram positivas pavsolbachia
no screeningcom Dot-blot, enquanto que 65% delas foram positivasvepPCR. Isto revela
uma alta quantidade de falsos negativos geradesRf&R padrdo, um problema ja reportado
anteriormente (Jeyaprakash & Hoy, 2000). Esta limgpode decorrer da interferéncia do
DNA do hospedeiro, mas também tem sido relatadecasss de baixa infec¢cdo nos tecidos
(Miller et al, 2010). As amostras que ndao amplificaramwmsgPCR foram na sua maioria
aguelas que mostraram intensidade de sinal mais fra autoradiograma doot-blot Estes
dois resultados sugerem diferentes niveis de iafectanto entre isolinhagens da mesma
espécie quanto entre espeécies diferentes.

A caracterizacéo molecular d¢olbachiapela sequéncia do gemspe pelo tamanho do
VNTR-141, revelou que a infecca@WVil esta presente em amostras de populacded.de
willistoni tanto do norte quanto do sul do Brasil. Multiptas&ntos de transmisséo horizontal,
sugeridos pela associacaovail a diferentes haplétipos mitocondrias (Mulkdral, 2012),
podem explicar a réapida propagacdo desta infec@® populagdes continentais. As

isolinhagens d®. willistoni que mostraram menor intensidade de sindDot) ndo puderam
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ser caracterizadas. Nao é possivel afirmar qus egibnhagens estdo infectadas pela mesma
variante deWolbachia Elas podem estar infectadas por uma linhagenmedife, apresentar
uma coinfeccdo ou ainda t&olbachiamatida em baixa densidade devido a uma resposta
imune do hospedeiro. Esta situacdo permanece pelusidada.

Este estudo foi o primeiro a detectar linhagensDdeequinoxialis infectadas por
Wolbachia Amostras desta espécie foram negativas seneeningsanteriores (Miller &
Riegler, 2006; Mateost al, 2006). Foi possivel amplificar e sequenciar gnmsento do gene
wsp de trés isolinhagens desta espécie e todas naystrama sequéncia com 100% de
similaridade com a depositada para a linhag#el, deD. melanogasterA linhagemwMel
pode induzir incompatibilidade citoplasmatica erferdintes niveis (Mercot & Charlat, 2004).
Também uma linhagem de laboratorio DiepaulistorumAmazénica mostrou infec¢do por
uma variantavMel-like.

Em D. tropicalis foi caracterizada a infecgdo pela linhageAu, deD. simulans pela
amplificacdo e sequenciamento do marcadNifR141. Mateoset al (2006) classificou a
infeccdo detectada em amostras desta espécie camdowWil, entretanto os marcadores
usados, 16S rDNA wsp nao discriminam entre as varianta#/il e wAu. Foi sugerido que a
infeccAowAu tem origem neotropical e que por ser filogeratiente relacionadavaVil de
D. willistoni, esta ultima teria sido a espécie doadora de unfezgdowAu-like paraD.
simulans(Miller & Riegler). Todavia, agora com a detecgimwAu em D. tropicalis, esta
espécie torna-se melhor candidata a doadora dec&dedo qud. willistoni. Sendo assim, a
infeccdowAu ndo s6 tem origem neotropical como também ewotléntro do subgrupo
willistoni. Como a infeccd@Wil em D. willistoni é considerada recente (Miller & Riegler,
2006),wAu tende a ser a linhagem ancestral.

Estes achados de uma variam®lel-like em D. equinoxialis e D. paulistorum
Amazobnica e da linhagemAu em D. tropicalis sé&o evidéncias de eventos de transmissao
horizontal deWolbachia envolvendo espécies derosophila do velho mundo e espécies
neotropicais. A linhagewMel é a mais frequente em populagbePdenelanogaste(Nunes
et al, 2008), porém também foi encontradal@nsimulangMateoset al, 2006). Contudo, do
ponto de vista ecologicd®). simulansé melhor candidata a doadora de uma infeegdel-

like para as espécies neotropicais. Enquéntmelanogasteé uma espécie mais associada a
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ambientes domeésticos (Keller, 200D, simulansé mais selvagem n&o estando restrita a
ambientes urbanos e sendo encontrada também ersraesbide savana (Sene et al., 1980;
Ferreira and Tidon, 2005). Além disso, espéciess m@neralistas como do grupdllistoni
ocorrem simpatricamente com populagde®dsimulanse compartilham os mesmos sitios de
ovoposicao (Valente & Araujo, 1986; Valiati & Valten1996).

No ultimo trabalho que compbe esta tese (capifyjofoi avaliado os padrdes de
diversidade dantDNA de espécies do subgrupdllistoni, tanto com linhagens recentemente
coletadas quanto com linhagens de laboratorio.n&snigruéncias relatadas por Radieal
(2010) também foram recuperadas nas reconstrugdgerféticas com a por¢cdo 5’ do gene
mitocondrialCOl e com um segmento do gene nuclde, com excessdo do posicionamento
deD. paulistorumAndino-Brasileira na arvore deOl. Foi encontrado o compartilhamento de
um haplotipo entre uma linhagem &e willistoni, proveniente da Amazonia, e de uma
linhagem de laboratério d®. insularis Este achado constitui uma clara evidéncia de
introgressdo da mitocondria, visto que as linhageas espécies em questdo foram as
primeiras a divergir no subgrupdllistoni (Robeet al, 2010). Nao esta descartado efeitos da
associacao com diferentes linhagend\tdbachia que entre outras coisas pode ter acelerado
a taxa de substituicAo nucleotidica na linhagem kgwa a um clado formado pelas
semiespécies Amazonica e Andino-Brasileira @le paulistorum ou ainda diminuido a
diversidade mitocondrial end. equinoxialis Todavia, ndo foram encontradas evidéncias
definitivas que possam estabelecer o real papélVdibachiana evolucdo das linhagens
mitocondriais no subgrupwvillistoni. Novos trabalhos sdo necesséarios para elucidar est
guestao.

Devido a complexa historia evolutiva do genomaoanundrial, as distancias genéticas
de COI ndo podem ser usadas para separar corretameespé&ses do subgrupaillistoni.
Marcadores nucleares terdo que ser utilizadosesaeafim. E proposto o uso de sequéncias do
cromossomo Y d®rosophilg especificamente do gekée3, para a identificagcdo molecular

destas espeécies.
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PERSPECTIVAS
Como forma de continuacéo deste trabalho, delinsatgumas perspectivas e analises
a serem empregadas com a finalidade de investgaspectos que nao foram totalmente

elucidados nesta tese. Sao elas:

» Avaliar possiveis distor¢cdes na razdo sexual ehafiens d®. equinoxialisinfectadas
pela variantavMel-like;

» Otimizar a amplificacdo dos marcadores/ebachiacomLongPCR eNestedPCR,;

» Clonar amplicons de marcadores tradicionsieEST e VNTR para uma caracterizagcao

molecular mais apurada;

» Quantificar por PCR em tempo real (gPCRdlbachiaentre diferentes linhagens da

mesma espécie e entre as diferentes espécies giogotillistoni;

» Fazer tratamento com antibidticos (tetraciclinaifanpicina), no sentido de obter

linhagens d®rosophilalivres da infecgéao;

» Realizar cruzamentos interespecificos entre ¢jaha tratadas e néo tratadas com

antibiotico;

» Avaliar a localizacdo nos tecidos e tropismo mi&do da variantevMel-like em D.

equinoxialiscom a técnica de microscopia de imunofluoréscencia

» Iniciar experimentos de transfeccdovlelbachia

» Executarscreeningspara o endossimbiont8piroplasmanas espécies do subgrupo

willistoni.
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