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Resumo

A Wolbachiapertence a um grupo de bactérias intracelulares, transmitidas maternalmente,
que se encontram amplamente distribuidas nos artrépodes. Estes endossimbiontes encontram-
se normalmente nos tecidos do sistema reprodutor dos artropodes e tém a capacidade
manipular a sua reprodugdode modo a garantir a sua transmissdo a descendéncia e rapida
dispersédo na populacdo.A capacidade de manipulacdo reprodutiva da Wolbachia tornou-a o
alvo de diversos estudos para uma maior e melhor percecdo da sua implicacdo em processos
biolégicos e evolutivos e por acreditar-se que esta bactéria € uma promissora ferramenta no
controlo de populacdes de insetos que sdo pragas agricolas.

Os afideos sdo um grupo de insetos associados as plantas que podem ter um efeito
devastador nas culturas agricolas e horticolas pois ndo s6 retiram nutrientes as plantas como
podem ser vetores de doencas. Embora durante muito tempo se pensasse que estes insetos
nao albergavam a Wolbachia estudos recentes mostram que séo varias as espécies de afideos
infetados com esta bactéria.

O principal objetivo deste trabalho € estudar a prevaléncia de infe¢do por Wolbachia assim
como a caracterizagdo das suas estirpes em amostras de afideos dos Arquipélagos da Madeira
e dos Acgores.

Neste estudo foram analisadas 545 amostras de afideos, 361 provenientes do
Arquipélago da Madeira e 184 dos Acores. Utilizando a técnica da “Polymerase Chain
Reaction” (reacao em cadeia da polimerase) amplificou-se o gene 16S rRNA (RNA ribossomal)
e verificou-se que 32 destas amostras encontravam-se infetadas com Wolbachia sendo a maior
parte das amostras infetadas provenientes dos Agores.

Para determinar a estirpe que infeta estes afideos utilizou-se a tipagem sequencial
multilocus (MLST) com os genesglutamil-tRNA amidotransferase, subunidade B (gatB),
citocromo c¢ oxidase, subunidade | (coxA), proteina hipotética conservativa (hcpA) e proteina da
divisdo celular (ftsZ). A andlise filogenética realizada para os diferentes genes mostrou que
grande parte das amostras analisadas estdo incluidas em dois dos novos supergrupos
descobertos para Wolbachia, supergrupo M e N.Foi detetada a presenca da mesma estirpe de
Wolbachia, supergrupo N, em duas espécies diferentes de afideos, Neophyllaphis podocarpi e
Aphis spiraecola da mesma planta hospedeira, Podocarpus macrophyllus. Esta infe¢éo reforca
a ideia de que a Wolbachia néo recorre s a transmisséo vertical para se difundir na populagéo
mas utiliza também a transmisséo horizontal.

A detecdo e caracterizacdo das estirpes de Wolbachia é essencial para um maior
entendimento sobre a sua origem e forma de disseminagéo. Esta informacgéo € importante para

desenvolvimento de estratégias de controlo de pestes recorrendo a estes endossimbiontes.

Palavras chave: Simbiose, Wolbachia, Afideos, MLST, analise filogenética, transmissao

horizontal
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Abstract

Wolbachia belongs to a group of intracellular bacteria transmitted maternally, which are
widely distributed in arthropods. These endosymbiont are usually found in the reproductive
tissues of arthropods and have the ability to manipulate their reproduction in order to ensure its
transmission to the progeny and dispersion in the population. Wolbachia ability to manipulate
the host reproductive system became the target of several studies which main goal is to have
better perception of their involvement in biological and evolutionary processes. These bacteria
are believed to be a promising tool to the biological control of insects populations that are
agricultural pests.

Aphids are a group of insects associated with plants that can have a devastating effect on
crops because they may not only remove nutrients from the plants as they can be disease
vectors. Although for a long time it was thought that these insects didn’t harbour Wolbachia
recent studies show that there are several species of aphids infected with these bacteria.

The main objective of this work is to study the prevalence of Wolbachia infection and the
characterization of their strains in samples of aphids from Madeira and Azores Islands.

In this study were analyzed 545 samples of aphids, 361 from the Archipelago of Madeira
and 184 from Azores. Using the polymerase chain reaction (PCR) the gene 16S rRNA was
amplified and 32 samples were infected with Wolbachia, most of these samples were from
Azores. To characterize the Wolbachia strains we used MLST genes glutamyl-tRNA(GIn)
amidotransferase, subunit B (gatB), cytochrome c¢ oxidase, subunit | (coxA), conserved
hypothetical protein (hcpA) and cell division protein (ftsZ). The phylogenetic analysis performed
for the different genes showed that most samples are included in two new supergroups
discovered for Wolbachia, supergroup M and N.

The same strain of Wolbachia, from the supergroup N, was found in two different species of
aphis, Neophyllaphis podocarpi and Aphis spiraecola. These two species have their host plant,
Podocarpus macrophyllus, in common. This infection reinforces the idea that Wolbachia doesn’t
use only the vertical transmission to spread in a population but also uses horizontal
transmission.

The detection and characterization of Wolbachia strains is essential for a better
understanding of its origin and mode of spread. This information is important for developing
strategies to control pests using these endosymbionts.

Key words: Symbiosis, Wolbachia, Aphids, MLST, phylogenetic analysis, horizontal

transmission
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Lista de Abreviaturas

Agua mQ — “milli-Q”: &gua ultrapura (Millipore)

AMP — Ampicilina

BLAST - “Basic Local Alignment Search Tool”

°C — Graus Celsius

coxA — Citocromo ¢ oxidase, subunidade |

DNA — Acido Desoxirribonucléico

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

fbpA — Frutose bifosfato aldolase

ftsZ — Proteina de divisao celular

gatB — Glutamil-tRNA amidotransferase, subunidade B
hcpA — Proteinas hipotéticas conservadas

IPTG — Isopropil-B -D-galactopiranosideo

KOAc — Acetato de potéssio

LB — Meio Luria-Bertani

MLST - Tipagem sequencial multilocus

NaCl — Cloreto de Sddio

NaOH — Hidroxido de sédio

PCR — Reagéo em cadeia da polimerase (“polymerase chain reaction”)
Rpm — RotagBes por minuto

rRNA — RNA Ribossomal

SDS - Dodecil sulfato de sédio

TAE — Tampao Tris-acetato-EDTA

Tris-HCI — Tris(hidroximetil)Jaminometano (2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol) hidrocloreto
UV — Ultravioleta

W — Watt

wsp — proteina de superficie

X-Gal — 5-bromo-4-cloro-3-indolil 3-D-galactopiranosideo
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Glossario

Dicotiledéneas — classe de plantas cujo embrido/semente contem dois ou mais cotilédones

(pequenas folhas).
Dipléides — possuem dois cromossomas (cromossomas homélogos).
Espermatogénese — processo de formacdo dos espermatozoides.

Fithess — Também denominado de valor adaptativo ou aptiddo. Medida do sucesso evolutivo

de uma populacgéao.

Fit6fagos — Individuos que se alimentam de vegetais.
Fitotoxinas — Substéncias nocivas (toxinas) as plantas.
Hapléides— possuem um sé cromossoma no seu nacleo.

Prondcleo — Nucleo dos gadmetas masculino (espermatozéide) e feminino (6vulo) durante o

processo de fertilizagéo (antes da fusao).
Tubulos de Malpighi — Principais 6rgdos excretores dos insetos.

Viviparas — Animais cujo embrido se desenvolve dentro do corpo da mée que lhe fornece os

nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento.
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1. Introducao

Existe um grande nimero de insetos herbivoros, principalmente da Ordem Homoptera —
como no caso dos afideos, mosca branca e psilideos, entre outros — que normalmente se
encontram associados a bactérias intracelulares (endossimbiontes) (Gémez-Valero et al., 2004;
Ahmed et al., 2013).

A sua dieta restrita, devido ao facto do floema do qual se alimentam ser nutricionalmente
deficiente, faz com que o0s insetos sejam hospedeiros de simbiontes que lhes fornecem
nutrientes essenciais a sua sobrevivéncia, que de outro modo seriam incapazes de obter. Em
contrapartida os simbiontes usufruem, entre outras coisas, de protecdo e de um modo seguro
de transmissao a descendéncia (Kikuchi, 2009; Ahmed et al., 2013).

Os insetos podem ter endossimbiontes de caracter obrigatério (primario) ou facultativo
(secundério). Um dos casos mais comuns de endossimbiose obrigatéria encontra-se nos
afideos que albergam a bactéria Buchnera aphidicola. Adicionalmente pode também ocorrer
associagbes com endossimbiontes facultativos, como por exemplo com a Serratia sp. ou a
Wolbachia sp., que apesar de terem um efeito positivo sobre os afideos ndo séo essenciais a
sua sobrevivéncia e reproducao (Kikuchi, 2009). Normalmente, as associa¢fes entre bactérias
e insetos sdo herdadas, isto &, sdo transmitidas fielmente da méae a sua descendéncia (Oliver
et al., 2010).Acredita-se que estas sdo o principal fator para o sucesso evolutivo e para a
capacidade de adaptacdo a novos nichos ecoldgicos existente nos insetos (Pérez-Brocal et al.,
2005).

Estudos realizados nos ultimos anos indicam que o endossimbionte Wolbachia pode ser
utilizado no controlo bioldgico de pragas.Tendo em conta que os afideos sdo considerados
uma praga agricola a compreensdo da acdo dos endossimbiontes nesta populacdo é de
grande importancia.

Tendo a agricultura uma grande importancia na alimentagdo mundial é essencial conhecer
as possiveis formas de diminuicdo ou mesmo eliminagdo de pragas agricolas. Como tal, este
trabalho incidiu principalmente na detecéo e caracterizagdo do endossimbionte Wolbachia em

diferentes espécies de afideos recolhidos no Arquipélago da Madeira e dos Acores.
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1.1. Revisao bibliografica

1.1.1. Simbiose

A palavra simbiose, que provém do grego “syn” (“juntamente com”) e “bios” (“vida”),
significa viver em associacdo (Raven e Johnson, 2002). S&o denominados de simbiontes
aqueles que vivem em estreita relagcdo com outro individuo, o hospedeiro, do qual obtém
beneficios (Robinson, 2001; Ishikawa, H., 2003). Estes podem retirar comida ou consumir
tecidos do seu hospedeiro idealmente de um modo suportavel permitindo a sua sobrevivéncia,
visto que o simbionte ndo é beneficiado pela morte do hospedeiro (Robinson, 2001).

A simbiose é normalmente classificada em trés categorias, tendo em conta a a¢édo que tém
no hospedeiro — sendo assim esta pode ser benéfica, neutra ou prejudicial. Aquela na qual o
tanto o hospedeiro como o simbionte beneficiam da associacdo denomina-se mutualismo — o
simbionte normalmente contribui para a fitness do hospedeiro; designa-se comensalismo
quando o simbionte retira comida do hospedeiro ou alimenta-se dos seus tecidos sem que este
seja prejudicado mas também sem que obtenha qualquer beneficio; e por fim existem relacfes
simbidticas nas quais o simbionte afeta o hospedeiro negativamente, normalmente porque
existe um consumo nutricional, ou de tecidos, demasiado elevado por parte do simbionte
fazendo com que o hospedeiro tenha dificuldade em recuperar, este é considerado parasitismo
(Robinson, 2001, Ishikawa, H., 2003; Goto et al., 2006).

Para compreender os efeitos bioldégicos dos simbiontes é importante conhecer a densidade
da infe¢do. Esta pode afetar varios aspetos da simbiose tais como a intensidade de fenotipos
reprodutivos, os efeitos no nivel de fitness e a fidelidade da transmissao vertical, entre outros.
A densidade de infecdo é algo que tem de ser bem controlado pelo simbionte pois uma baixa
infecdo pode resultar numa transmissdo vertical imperfeita, o que atenuaria os efeitos
fenotipicos (poderia levar a perda da infecdo). No entanto, uma alta densidade de infecao
também ndo é benéfica visto poder resultar em alteracdes fenotipicas que influenciem
significativamente a fithess do hospedeiro (Goto et al., 2006).

A densidade da infecdo pode ser afetada pela presenca de mais do que uma estirpe num
hospedeiro — coinfecdo. Esta coinfecdo pode ter duas consequéncias: as diferentes estirpes
competem entre Si por recursos e espaco ou entdo estas regulam a sua densidade de modo a

nao desregularem todo o sistema simbiético (Goto et al., 2006).
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1.1.1.1. Endossimbiose

A simbiose intracelular, também denominada endossimbiose, é uma das mais intimas
relacdes de simbiose existente entre dois organismos (Ishikawa, H.,2003). Ao contrario das
bactérias de vida livre que crescem em qualquer ambiente os endossimbiontes encontram-se
obrigatoriamente no interior das células, seja livremente no citoplasma ou numa estrutura

especializada, para poderem crescer (Ishikawa, H., 2003).

1.1.1.2. Endossimbiose em insetos

Sao varias as espécies de insetos que sdo hospedeiros de microrganismos simbiéticos.
Esta associacdo encontra-se especialmente dispersa em Ordens como a Homoptera (afideos,
mosca branca, entre outros), Blattaria (baratas) e Coleoptera (escaravelhos) (Gémez-Valero et
al., 2004). Acredita-se que este tipo de simbiose pode afetar mais de 70% das espécies de
insetos (Ishikawa, H., 2003)

Estes microrganismos sao normalmente transmitidos verticalmente, isto €, passam da
fémea para a sua prole. A sua sobrevivéncia depende assim do sucesso reprodutivo do seu
hospedeiro e como tal os simbiontes desenvolvem caracteristicas que lhes permitam aumentar
a sobrevivéncia do hospedeiro (Majerus, 2003; Goto et al., 2006).

No entanto, existem simbiontes que manipulam o seu hospedeiro de modo a serem
beneficiados mesmo que o hospedeiro saia prejudicado. Algumas das estratégias que 0s
simbiontes utilizam incluem a esterilizacdo dos individuos ndo transmissores, a feminizagédo
dos machos, a indugdo da reproducdo assexuada ou o aumento do racio sexual a favor das
fémeas, matando os machos. Esta forma egoista de manipulacdo faz com os simbiontes
propaguem muito rapidamente a infecdo dentro da populacdo hospedeira. A maior parte deste
tipo de parasitas reprodutivos sdo bactérias, sendo os géneros Wolbachia, Rickettsia,

Arsenophonus e Cardinium alguns dos mais conhecidos (Majerus, 2003; Goto et al., 2006).
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1.1.1.3. Categorias de simbiontes

Os simbiontes podem ser separados em trés categorias diferentes. Na primeira encontram-
se individuos mutualistas obrigatérios. Estes podem também ser denominados de simbiontes
priméarios e encontram-se normalmente localizados em células especializadas, denominadas
bacteridcito (Gémez-Valero et al., 2004; Moran et al., 2008; Jones et al., 2011). A origem deste
bacteriocito é diferente dependendo do hospedeiro. Este pode consistir de células intestinais,
células de gordura ou, em alguns casos, de células altamente especializadas destinadas a
formar o bacteriécito ainda durante a fase embrionéaria (Moran et al., 2008).

Existe uma outra categoria de simbiontes, que contrariamente aos obrigatérios, ndo sao
essenciais. Estes simbiontes, denominados facultativos ou secundéarios, ndo sendo essenciais
a sobrevivéncia do hospedeiro podem ser benéficos para a sua fithess, sob condicbes
ambientais especificas. No entanto estes simbiontes facultativos podem, quando se encontram
sob stress, alterar a reproducéo do seu hospedeiro de modo a manterem a sua frequéncia no
hospedeiro (Gémez-Valero et al., 2004; Moran et al., 2008; Jones et al., 2011).

Estudos demonstram que os simbiontes facultativos encontram-se em menor quantidade
no hospedeiro quando comparados com o simbionte obrigatério. Acontece também o simbionte
facultativo ndo se encontrar confinado ao bacteridcito e poder ser encontrado em outros
tecidos, como por exemplo nos intestinos, glandulas, fluidos corporais e até nas células que
circulam o simbionte obrigatério (Gomez-Valero et al., 2004; Moran et al., 2008).

Existe uma terceira categoria na qual se podem encontrar 0s parasitas que sao
manipuladores reprodutivos. Estes manipulam a reproducdo do seu hospedeiro de modo a se
espalharem pela populacdo passando da geracdo parental para a sua descendéncia e
reduzindo o numero de hospedeiros ndo infetados da populagdo. Um dos manipuladores
reprodutivos mais estudados € a Wolbachia pipientis devido a sua vasta distribuicdo em

artropodes e outros invertebrados (Moran et al., 2008).
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1.1.2. 0 endossimbionte — Wolbachia

Uma bactéria intracelular foi reportada pela primeira vez em 1924, apds ser encontrada nos
tecidos reprodutivos do mosquito Culex pipiens, por Hertig e Wolbach. Esta foi denominada
Wolbachia pipientis(figura 1) (Werren, 1997; Mercot e Poinsot, 2009; Saridaki e Bourtzis, 2010).

Wolbachia é uma bactéria gram-negativa, intracelular obrigatéria que é herdada
citoplasmicamente e se encontra numa grande variedade de artropodes e nematodes (Gomez-
Valero et al., 2004; Kremer et al., 2009; Ros et al., 2009; Wang et al., 2009; Kraaijeveld et al.,
2011; Vasquez et al., 2011; Osei-Poku et al., 2012; Duplouy et al., 2013).

Nos artropodes estas bactérias, normalmente encontradas nos tecidos reprodutivos,
causam um grande numero de alteracBes reprodutivas no seu hospedeiro, dependendo da
estirpe que o infeta, incluindo incompatibilidade citoplasmatica, morte do macho, inducdo de
partenogénese e feminizagdo dos machos, causando também viruléncia em insetos como a
Drosophila melanogaster (Werren, 1997; Gémez-Valero et al., 2004; Verne et al., 2007; Kremer
et al., 2009; Ros et al., 2009; Kraaijeveld et al., 2011; Vasquez et al., 2011; Osei-Poku et al.,
2012; Duplouy et al., 2013).

Figura 1 -Imagem confocal da Wolbachia.lmagem de um embrido de droséfila infetada com Wolbachia. Os ntcleos

encontram-se a vermelho e os pontos verdes s&o a Wolbachia (Zabalou et al., 2008)

Desde a sua descoberta esta bactéria tem vindo a ser detetada ndo s6 em diferentes
hospedeiros mas também em diferentes tecidos e 6rgaos (Verne et al., 2007; Saridaki e
Bourtzis, 2010). Esta pode estar presente nas glandulas salivares, cérebro, musculo e retina —
causando degeneracdo dos tecidos, nas hemacias — afetando o sistema imunitario, nas
gbnadas — parasitismo reprodutivo — e nos intestinos, gordura corporal e tibulos de Malpighi
(figura 2). A Wolbachia infeta inimeras espécies e tem a capacidade de se difundir muito
rapidamente sendo que o seu limite de distribuicdo ainda é desconhecido (Saridaki e Bourtzis,

2010).
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Figura 2-Distribuicdo da Wolbachia em diferentes tecidos e alguns dos consequentes efeitos na biologia do
hospedeiro(Saridaki e Bourtzis, 2010).

O seu sucesso deve-se ao facto desta ser capaz de tolerar o ambiente celular de diversos
hospedeiros. Até ao momento foi encontrada em cerca de 40% das espécies de artrépodes,
estando em mais de 80 espécies de insetos, alguns crustaceos e quelicerados. Mas esta
bactéria pode ser também encontrada em nematodes (Werren, 1997; Ros et al., 2009; Yun et
al., 2011; Osei-Poku et al., 2012; Bing et al., 2014).

A determinag¢do do tamanho gendmico mostra que a Wolbachia tem um genoma que se
aproxima do genoma de outras bactérias intracelulares e que é muito mais pequeno do que o
das bactérias de vida livre (Gomez-Valero et al., 2004; Yun et al.,, 2011). A sua andlise
filogenética, que utiliza genes como o da proteina de divisdo celular(ftsZ) e da proteina de
superficie (wsp) para caracterizar as suas estirpes, revela que existem dois grupos principais,
denominados de A e B (Gémez-Valero et al., 2004). Foram varios os estudos realizados mas
foi a utilizacdo da tipagem sequencial multilocus (MLST) que permitiu a caracterizacdo e
identificacdo dos catorze supergrupos (A a O) nos quais este género se encontra neste
momento dividido (Augustinos et al., 2011; Yun et al., 2011; Salunke et al. 2012)

Este género de bactérias nos ultimos anos tem vindo a despertar cada vez mais interesse,
em cientistas de diversas areas, devido a sua ampla distribuicdo e aos efeitos causados no
hospedeiro. Estas tém particular interesse no que diz respeito a processos evolutivos, pelo seu
potencial papel em mecanismos de rapida especiacao. Existe a possibilidade da sua utilizacéo
no controlo biolégico, melhorando a produtividade de inimigos naturais ou entdo como vetor
para espalhar de modificac6es genéticas nas populacdes de insetos (Werren, 1997; Charlat et
al., 2003; Baldo et al., 2006; Osei-Poku et al., 2012).
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1.1.2.1. Manipulagao reprodutiva

A Wolbachia manipula o sistema reprodutor do seu hospedeiro de modo a melhorar a sua
transmissao dentro da populacéo. Isto porque, quanto mais elevada a taxa de infecdo maior a
tendéncia das fémeas para produzir um maior niumero de embrides, o que lhes confere ainda
maior vantagem reprodutiva quando comparadas com as fémeas néo infetadas (Schraiber et
al., 2012). Visto que a sua transmissao da-se através da mae a manipulacéo ocorre de modo a
aumentar a producédo e favorecer a descendéncia das fémeas infetadas (Kremer et al., 2009;
Kraaijeveld et al., 2011).

Sendo encontrada na maior parte dos insetos, acaros e is6podes a incompatibilidade
citoplasmatica é a manipulagcdo mais comum da Wolbachia(Tagami et al., 2006; Kremer et al.,
2009; Mercot e Poinsot, 2009). Ja a feminizacdo dos machos ocorre principalmente em
crustaceos, embora seja encontrada também em lepiddpteros e hemipteros. A morte do macho
encontra-se ligada aos lepidépteros e coledpteros (grupos nos quais existe muita competicdo
entre irmdos). A partenogénese estdo associadas espécies haplodiploides infetadas com
Wolbachia (acaros e himendpteros) (figura 3) (Kremer et al., 2009; Mercot e Poinsot, 2009).

Ao longo dos anos foram encontradas evidéncias de que a Wolbachia ndo s6 tem a
capacidade de manipular o sistema reprodutor como também consegue alterar o sistema
antioxidante do hospedeiro de modo a aumentar a sua taxa de sobrevivéncia. Por exemplo, a
relacdo simbidtica entre a Wolbachia e o Aedes albopictus depende em grande parte da
geracdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) e da inducdo da producdo de enzima

antioxidantes (Saridaki e Bourtzis, 2010).
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pois estas, além de transmitirem a infecdo a descendéncia, tém vantagens sobre as ndo infetadas que resulta num
aumento da frequéncia da infe¢cdo. Feminizagdo — os machos séo transformados em fémeas aumentando a populagao
infetada; Partenogénese — fémeas infetadas reproduzem-se mesmo nao sendo fertilizadas dando origem a fémeas
infetadas; Morte do Macho — morte dos machos infetados para beneficio das fémeas (ex.: reducéo da competi¢éo pela
alimentacéo, etc...); Incompatibilidade citoplasmatica — ocorre quando machos infetados acasalam com fémeas nédo

infetadas. (Mercot e Poinsot, 2009; http://www.nature.com/nrmicro/journal/v6/n10/fig_tab/nrmicro1969_F2.html)
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1.1.2.1.1. Incompatibilidade citoplasmatica

Estudos realizados em mosquitos mostraram a existéncia de cruzamentos incompativeis,
através dos quais ndo obtinham descendéncia, devido a um fendbmeno que denominaram
incompatibilidade citoplasmatica. No inicio dos anos 70 foi possivel associar esta
incompatibilidade a presenca de Wolbachia utilizando antibiéticos para eliminar a bactéria dos
mosquitos. Hoje sabe-se que a incompatibilidade citoplasmatica é possivelmente a
caracteristica da Wolbachia mais difundida e proeminente (Werren, 1997; Zabalou et al., 2004;
Mercot e Poinsot, 2009).

Esta forma de manipulacdo consiste na incompatibilidade entre o esperma e o o6cito que
pode ocorrer de duas formas, unidirecional ou bidirecional. A primeira expressasse quando o
esperma de um macho infetado com Wolbachia fertiliza um ovo néo infetado, levando a morte
do embrido. No entanto, o cruzamento entre machos néo infetados e fémeas infetadas também
pode acontecer, até porque a transmissdo da bactéria ocorre através do ovo e ndo do
esperma. A incompatibilidade bidirecional ocorre quando o macho e a fémea se encontram
infetados mas possuem duas estirpes diferentes de Wolbachia (Werren, 1997; Dobson, 2003;
Zabalou et al., 2004; Schraiber et al., 2012).

Embora ainda n&do haja uma explicagdo a nivel molecular para esta incompatibilidade, ao
longo dos anos tém surgido vérias evidéncias que sugerem que a Wolbachia modifica os
cromossomas paternos durante a espermatogénese causando a perda de sincronia na divisdo
mitotica (Zabalou et al., 2004; Mercot e Poinsot, 2009). A assincronia no desenvolvimento do
prondcleo do macho e da fémea induz ao retardamento na formacgdo do complexo histona
H3.3/H3, uma das histonas envolvidas na formac¢édo do nucleossoma, no pronucleo do macho o
gue causa uma condensac¢do mitética tardia e defeitos na segregacdo (Saridaki e Bourtzis,
2010).

A incompatibilidade citoplasmatica é entdo uma das principais razfes para a rapida
transmissdo desta bactéria visto que os individuos néo infetados vém o seu nimero reduzido
dentro da populacdo enquanto que o numero de infetados aumenta consideravelmente (figura
4) (Werren, 1997; Dobson, 2003).
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Figura 4-Representacdo de como a Wolbachia se espalha numa populagdo de mosquitos utilizando a
incompatibilidade citoplasmética. a) Quando o macho se encontra infetado com a bactéria mas a fémea néo esta
pde ovos mas estes ndo se desenvolvem; b) Quando o macho e a fémea se encontram infetados os ovos séo
portadores da bactéria e desenvolvem-se normalmente dando origem a crias infetadas; c) Quando a fémeaesta
infetada mas o macho ndo estd os ovos se desenvolvem e d&o origem a crias infetadas (adaptacdo de

http://www.eliminatedengue.com/our-research/wolbachia)

1.1.2.1.2. Partenogénese

A partenogénese é uma forma de reproducao assexual ndo qual ndo existe necessidade de
uma fertilizag&o por esperma (Weeks e Breeuwer, 2001; Huigens e Stouthamer, 2003; Mergot e
Poinsot, 2008). Tendo em conta que os machos ndo tém qualquer funcdo na evolucdo da
Wolbachia esta é a forma mais eficaz de transmisséo e disseminacdo de uma bactéria dentro
de uma populacéo (Weeks e Breeuwer, 2001; Huigens e Stouthamer, 2003).

Na partenogénese enquanto os ovos nao fertilizados (haploides) dao origem a machos os
fertilizados (diploides) dao origem a fémeas. Quando presente a Wolbachia, dependendo do
hospedeiro, pode suprimir a meiose totalmente ou entdo impedir a realizacdo da fase final da
mitose pois deste modo j& garante a duplicagdo do nimero de cromossomas. Assim, mesmo
um ovo ndo fertilizado, dara origem a uma fémea (Mercot e Poinsot, 2009).

Com esta forma de manipulacéo reprodutiva a Wolbachia garante que 100% da prole do
hospedeiro se encontra infetada com a bactéria sem que haja qualquer tipo de perdas pois nao
h&a a produgcdo de machos, que ndo tém a capacidade de transmitir a infecdo (Weeks e
Breeuwer, 2001; Mercot e Poinsot, 2009). Este tipo de manipulagcdo encontra-se associado aos
insetos, particularmente os Himendptera, que apresenta mais de 40 espécies infetadas com

Wolbachia que induz a partenogénese(Weeks e Breeuwer, 2001).
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1.1.2.1.3. Feminizacao

A feminizacdo talvez seja a estratégia que apresenta maiores beneficios no que diz
respeito a transmisséo da infecdo. Esta consiste na supressdo de uma glandula de modo a
converter os machos em fémeas com capacidade reprodutiva (Werren, 1997). As fémeas
infetadas produzem o dobro de filhas que as néo infetadas. Estas apresentam uma maior
capacidade de sobrevivéncia e consequentemente existe uma maior eficiéncia na transmisséo
da bactéria a descendéncia, permitindo que a infecdo se espalhe (Mergot e Poinsot, 2009;
Charlat et al., 2003).

1.1.2.1.4. Morte do macho

Sdo vérias as bactérias conhecidas por causarem a morte do macho, incluindo a
Spiroplasma, Rickettsia, Arsenophonous e a Wolbachia, entre outras. No entanto, embora se
conhega o resultado, 0 mecanismo que o origina ndo se encontra bem caracterizado e varia de
bactéria para bactéria. A Spiroplasma, na presenca de cinco péptidos especificos do complexo
de compensacdo do hospedeiro, provoca a morte do macho no inicio da fase
embrionariaenquanto que a Arsenophonous inibe a formac¢éo dos centrdmeros necessarios
para o desenvolvimento dos machos (Mergot e Poinsot, 2009; Duplouy et al., 2013).

No que diz respeito a Wolbachia, 0 mecanismo ainda se encontra pouco caracterizado mas
acredita-se que esta causa defeitos na remodelacdo da cromatina e na organizacdo do
fusomitotico do embrido, levando a falha do desenvolvimento (Riparbelli et al., 2012; Duplouy et
al., 2013).

A inducdo da morte dos machos, descendentes de fémeas infetadas, imposta pela
Wolbachia deve-se ao facto de assim as suas irmas fémeas, portadoras da bactéria, sairem
beneficiadas. Com a morte do macho ha a reducéo da intensidade de interacdes antagbnicas
entre irméos e ha um aumento dos recursos para as fémeas da populacdo (Charlat et al.,
2003).
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1.1.2.2. Modos de transmissao

A Wolbachia, por se encontrar mundialmente dispersa e infetar um vasto ndmero de
insetos, desperta um grande interesse no que diz respeito ao seu modo de transmissao (Li et
al., 2013). Existem dois modos possiveis de transmissédo, a transmissao vertical — a mais
comum e na qual a bactéria passa a descendéncia através da reproducéo — e a transmisséo
horizontal — que consiste na transmissdo por contato direto ou por contaminacdo indireta
através de um vetor ou pelo ambiente que partilham. Normalmente a transmisséo vertical esta
associada a simbiontes mutualistas enquanto a horizontal esta associada a parasitas ou
patogenes (Mercot e Poinsot, 2009).

Estudos de relacBes genéticas entre os simbiontes primarios e o seu hospedeiro mostram
elevada congruéncia o que sugere que houve uma infecdo de um inseto ancestral e esta foi
transmitida verticalmente havendo uma subsequente coespeciacdo simbionte-hospedeiro.
Contrariamente, a incongruéncia detetada nos estudos realizados com simbiontes secundarios,
mostram que provavelmente houve multiplas infecbes ao longo dos anos assim como
transmisséao horizontal para hospedeiros néo relacionados (Ahmed et al., 2013).

A transmissdo vertical constitui o seu modo de transmissdo primario mas algumas
contradigbes na sua filogenia indica que esta também infetar hospedeiros que n&o Ihe sado
relacionados através da transmissdo horizontal, como acontece com o0s parasitoides
(Kraaijeveld et al., 2011; Li et al., 2013). No entanto, ndo se sabe ao certo se a transmissdo
horizontal tem ou ndo um papel na propagacéo inicial da Wolbachia num novo hospedeiro
(Kraaijeveld et al., 2011).

Um dos modos utilizados para perceber os movimentos da Wolbachia nos hospedeiros e
examinando distribuicdo geografica de estirpes que sejam relacionadas. Possiveis
incongruéncias entre a filogenia da Wolbachia e do hospedeiro s&o consideradas evidéncias de
transmissado horizontal assim como o facto de estirpes semelhantes encontrarem-se presentes
em espécies ecologicamente relacionadas (Li et al., 2013).

Sdo diversos os estudos filogenéticos e taxondémicos realizados para o melhor
entendimento da raiz evolucionaria da Wolbachia e acredita-se que esta se encontra entre 0s
simbiontes de nematodes e artropodes mas esta conclusédo continua a ser alvo de constante
discussdo. Métodos filogenéticos recentes continuam a ndo resolver o problema da relagcdo
entre as Wolbachia parasitas e mutualistas (Saridaki e Bourtzis, 2010).

A elevada complexidade da Wolbachia dificulta a perce¢do da sua evolu¢cdo e modo de
transmissdo. Hoje sabe-se que, embora a manipulacdo reprodutiva seja a sua principal
caracteristica no que diz respeito aa relagdo simbionte-hospedeiro, esta bactéria pode
estabelecer com o hospedeiro uma relacdo mutualista. A grande diferenca entra os dois tipos
de relacdo é a consequéncia desta na evolucdo do hospedeiro. Enquanto na manipulacéo
reprodutiva o simbionte se espalha na populacdo diminuindo o ndmero de individuos néo

infetados, ndo se preocupando com a diminui¢éo da fitness do hospedeiro (por exemplo: morte
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dos machos) no caso do mutualismo o simbionte aumenta a taxa de infecdo aumentando a
fitness do hospedeiro. Assim sendo, a pressao seletiva no hospedeiro é convergente o que
leva ao estabelecimento da infecdo, co-adaptacdo e dependéncia reciproca, isto é, as
caracteristicas de uma simbiose obrigatéria (Dedeine et al., 2003).

S&o conhecidos nematodes nos quais esta bactéria é endossimbionte primario pois estes
sdo dependentes da infecdo — a retirada do endossimbionte tem efeitos negativos no
desenvolvimento e sobrevivéncia da populagdo. Pelo contrario, nos artropodes as infegdes
induzem manipulagdes reprodutivas, caracteristica de um endossimbionte secundario. Isto
prova que a Wolbachia adota as duas estratégias na sua relagdo com o hospedeiro(Dedeine et
al., 2003)

1.1.2.3. Diversidade genética - supergrupos

O facto deste género, quando comparado com outros endossimbiontes, apresentar uma
grande diversidade genética impos a criacdo de diferentes unidades filogenéticas, supergrupos,
que agrupam individuos de estirpes relacionadas. No entanto, 0 numero e o tipo de genes
utilizados para fazer esta relacdo ndo esta todavia definido. A classificacéo inicial foi baseada
em similaridades encontradas ao serem realizados estudos com os genes da proteina da
divisdo celular(ftszZ) e 16S rRNA (RNA ribossomal)mas desde entdo foram utilizados outros
genes para estudar a taxonomia da Wolbachia (Gémez-Valero et al., 2004; Baldo e Werren,
2007).

Existe um método padrdo usado para tipagem de estirpes bacterianas, denominado de
tipagem sequencial multilocus (MLST), que consiste na inferéncia de uma serie de genes
conservativos (“housekeeping”) que se encontram amplamente distribuidos pelo genoma
(Baldo e Werren, 2007).

O sistema MLST foi utilizado inicialmente em estudos de epidemiologia e vigilancia de
bactérias patogénicas e define uma estirpe como uma sequéncia, com base na combinacdo
dos alelos - perfil alélico. A similaridade entre as estirpes é entdo descrita pela sequéncia de
nucleétidos de alelos em cada locus. Isto significa que, com o uso das combinac¢des dos alelos
com marcadores moleculares para genotipar estirpes, a recombinacdo ndo impede a
caracterizagdo das estirpes. Pelo contrario, a informacéo alélica possibilita a determinacéo de
recombinacdo entre genes assim com posicionamento da recombinacdo dentro da populagéo
(Baldo et al. 2006).

Este método, recentemente desenvolvido para Wolbachia, foi inicialmente usado no estudo
de estirpes existentes em droséfila, de modo a auxiliar no processo de classificacdo e

consequente separacéo dos diferentes supergrupos (Baldo et al. 2006).
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O plano consiste em utilizar cinco genes conservativos: glutamil-tRNA amidotransferase,
subunidade B (gatB), citocromo c oxidase, subunidade | (coxA), proteina hipotética
conservativa(hcpA), proteina da divisdo celular(ftsZ)e frutose bifosfato aldolase (fbpA) e
seguidamente verificar qual o supergrupo no qual a estirpe se enquadra (figura 5) (Baldo e
Werren, 2007; Saridaki e Bourtzis, 2010). Os primers usados na PCR amplificam sem
problemas o loci de estirpes que facam parte dos supergrupos A e B e potencialmente

amplificam também os pertencentes a outros supergrupos (Baldo et al. 2006).

1
1,200,000 I

\ ‘\"m |I'i ﬁ- _ .:ﬂﬂﬂ,D-DD
1,100,000 ‘\\\\\Q}‘ \:\““ il ]} J y/l{/

*%‘;\\\f%\\\ / %//// 200,000
S %
NS P gatB % —
1,000,000 q-;.;..,"‘:* é..‘_ﬁ__h =
= ;li" wsp coxA — T f _ 300,000
== ==
- =&
800,000~ g% hecpA "E:QE
- - % > < 400,000
= P ftsZ NS
7 S
2,7 N

700,000 EBDD.ODG

Figura 5-Mapa do cromossoma de wMel (Drosophila melanogaster). Este mapa mostra a localizagao do loci dos

cinco MLST e também do wsp. (Baldo et al. 2006).

Comparando os resultados da andlise MLST com as realizadas com wsp foi possivel
encontrar algumas discrepancias possivelmente devido a recombinacdes do gene wsp
obrigando a uma revisao sistematica. Como tal, atualmente o método MLST é o recomendado
para a caracterizagdo taxonémica da Wolbachia, sendo que a utilizagcdo de um sé gene MLST,
preferencialmente o ftsZ, seja suficientemente efetivo para a designacdo de uma estirpe do
grupo A ou B (Baldo e Werren, 2007).

Osmaiores e mais antigos supergrupos, que se encontram presentes nos artréopodes, sdo
0 A e 0 B. Os restantes supergrupos sdo menos comuns e alguns sdo compostos por poucas
espécies (Baldo e Werren, 2007; Mercot e Poinsot, 2009; Saridaki e Bourtzis, 2010).

Nos ultimos anos, gragas a utilizacdo do método MLST tem sido dado varios passos em
direcdo a uma melhor caracterizacdo das estirpes de Wolbachia. A diversidade existente em
cada supergrupo varia, estando alguns presentes numa grande diversidade de espécies,
enquanto outros estejam restritos a uma ou muito poucas espécies (Ros et al., 2009).
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Dos supergrupos A e B fazem parte principalmente artrépodes, na sua maioria insetos mas
também isopodes terrestres e aranhas, enquanto que o C e o D se encontram restritos a
nematodes filariais. O grupo F foi o primeiro a quebrar as barreiras que se pensava existir e
encontra-se presente tanto em nematodes, do género Mansonella, como numa grande
guantidade artropodes (aranhas, escorpides, piolho, entre outros). Os grupos E e H sdo os
mais restritos sendo encontrados nos colémbolos e térmitas, respetivamente. Um dos grupos
gue ainda suscita alguma discussdo é o grupo G. Pensa-se que este grupo, presente em
aranhas australianas, seja resultado da recombinag&o entre os supergrupos A e B e ndo uma
estirpe distinta. Dos supergrupos | e J fazem parte umpequeno grupo de espécies da ordem
Siphonaptera e o nematode filarial D. gracile, respetivamente (Mergot e Poinsot, 2009; Ros et
al., 2009; Augustinos et al., 2011; Yun et al., 2011). O supergrupo K foi encontrado em algumas
espécies de acaros do género Bryobia — embora grande parte deste género seja infetado pelo
supergrupo B (figura 6) (Ros et al., 2009; Augustinos et al., 2011).
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Figura 6 — Arvore filogenética contendo as diferentes estirpes de Wolbachia. A arvore foi construida com base
nas sequéncias dos genes gltA, ftsZ e groEL. E possivel ver em cada um dos ramos 0 nome da espécie hospedeira da
Wolbachia. Nesta arvore, apresentada no artigo de Ros e seus colegas em 2009, ainda ndo se podiam encontrar as 13

estirpes de Wolbachia que estdo descritas neste momento (Ros et al., 2009).
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Recentemente foram encontrados trés novos supergrupos: M, N e O. Nos dois primeiros
estdoincluidas unicamente espécies de afideos enquanto no supergrupo O se encontra o
género Bemisia (mosca branca)(Augustinos et al., 2011; Bing et al., 2014).

Até ao momento, existem quatro estirpes de Wolbachia cujo genoma foi completamente
sequenciado e descrito. Trés destas estirpes estdo associadas a inducdo da incompatibilidade
citoplasmatica e confere aos seus hospedeiros protecdo contra patogenes — wMel e wRi
(supergrupo A), wPip (supergrupo B) — enquanto que a wBm (supergrupo D) é o Unico
simbionte mutualista obrigatério (Duplouy et al., 2013).

Uma base de dados foi criada com o intuito de armazenar as sequéncias, toda a
informacdo sobre a estirpe e sobre o hospedeiro (http://pubmlst.org/wolbachia/) (Baldo et al.
2006).
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1.1.3. O hospedeiro - Afideo

Os afideoscompdem um diverso grupo de insetos fit6fagos especializados em sugar a
seiva das plantas (figura 7) (Giordanengo et al., 2010; Jones et al., 2011). Estes encontram-se
entre os insetos mais bem-sucedidos devido as suas excelentes capacidades adaptativas. A
sua evolucao foi conduzida pela selecdo de nutrientes e pelas plantas hospedeiras nas quais
se alimentam levando-os a desenvolver ciclos de vida e polimorfismos complexos. De modo a
garantir a sua sobrevivéncia e a prosperidade dos seus genes estes desenvolveram uma
disperséo passiva pelo vento e uma alta capacidade de reproduc¢éo (Sorensen, 2003).

A sua capacidade evolutiva, o facto de serem vetores de doencas e de se alimentarem
diretamente da seiva das plantas fez com que os afideos se tornassem um dos grupos de
insetos com maior importancia a nivel econdémico sendo considerados inimigos da agricultura
por causarem perdas significativas de plantas cultivares (Sorensen, 2003; Kaygin et al., 2008;
Giordanengo et al., 2010).

Figura 7 —Exemplo da diversidade dos afideos— a)Cavariella aegopodii — afideo da cenoura; b)Aphis nerii;
c)Macrosiphum rosae — afideo das rosas; d)Neophyllaphis podocarpi;e)Aulacorthum solani — afideo da batata; f)Aphis
pomi — afideo da maca (a); c); e); f) http://www.aphotofauna.com; b) http://www.zenthroughalens.com; d)
http://entnemdept.ufl.edu)
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1.1.3.1. Taxonomia

Os afideos surgiram a cerca de 140 milhdes de anos durante cretaceo inferior
diversificando-se juntamente com as angiospérmicas. Embora grande parte dos afideos se
tenham extinguido durante a passagem do Cretaceo para o Terciario, os afideos modernos
foram capazes de se manter e sobreviver até a atualidade (Sorensen, 2003).

A classificagdo taxon6mica dos afideos constitui no entanto uma tarefa complicada. Em
1997, a classificacdo de Remaudiere e Remaudiere reconhece 25 subfamilias de afideos,
cerca de 600 géneros e 4700 espécies (Sorensen, 2003; Blackman e Eastop, 2007). Os
afideos fazem parte da superfamilia Aphidoidea que pertence aos Sternorrhyncha dentro do
grupo Hemiptera. A superfamilia Aphidoidea é composta por trés familias: Adelgidae,
Phylloxoridae e Aphididae, sendo a terceira aquela na qual se encontram os afideos
(Sorensen, 2003).

Sao vérias as espécies de afideos que se desenvolveram juntamente com a sua planta
hospedeira. No entanto, ocasionalmente algumas espécies mudam radicalmente de hospedeiro
de modo a satisfazer as suas necessidades evolutivas (Sorensen, 2003).

Existem subfamilias de afideos muito importantes, nomeadamente aquelas que se
encontram relacionadas com produtos agricolas. Algumas dessas subfamilias sdo a
Chaitophorinae (a qual pertence o afideo da cana-de-agUcar Sipha flava) e se encontra nas
Salicaceae e Gramineae; a subfamilia Lachnidae que se encontra normalmente em raizes de
dicotileddneas (como o afideo da raiz da alface), entre outros(Sorensen, 2003).

Os afideos normalmente apresentam também uma relacdo de mutualismo com formigas
por ndo terem a capacidade de perfurar as plantas dependem dos afideos para obter o “néctar”
e em troca fornecem-lhes protec&o contra predadores (Sorensen, 2003).

A maior e mais importante familia de afideos, uma das mais recentes a nivel evolutivo, é
composta por duas (grandes) tribos com grande importancia agricola. Sdo estas as tribos
Aphidini, que tem um numero reduzido de géneros mas uma grande diversidade de espécies
de afideos que encontram-se normalmente associados a formigas; e a Macrosiphini que, ao
contrario da primeira, tem uma grande diversidade de géneros de afideos que ndo se
encontram necessariamente associados a formigas. A tribo Aphidini é de elevada importancia
visto conter um dos géneros mais importantes e numerosos de afideos, o género Aphis,

detentor de cerca de 1000 espécies (Sorensen, 2003).
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1.1.3.2. Ciclo de vida e polimorfismo dos afideos

O ciclo de vida tipico dos afideos é muito complexo sendo as suas caracteristicas
responsaveis por este inseto ter um grande potencial demografico pois é capaz de produzir
individuos em massa (Simon et al., 2002).

Quando um afideo tem uma s6 planta hospedeira hum ano as formas sexuais sdo
produzidas no Outono/Inverno possivelmente devido a diminuicdo da luz do dia e da
temperatura. Os ovos produzidos permanecem dormentes durante o Inverno sendo no inicio da
Primavera que a fémea fundadora emerge do ovo, matura e inicia a reproducédo assexuada por
partenogénese. As ninfas originadas deste modo tornam-se viviparas continuando a apresentar
este tipo de reproducgéo e assim se mantém até ao fim do Ver&o (figura 8) (Simon et al., 2002;
Sorensen, 2003).

Fémea fundadora
da nova populacédo

resistente . Repmduﬁao
Reprodugdo / assexua
sexuada :

Figura 8 —Ciclo de vida dos afideos. Nesta imagem encontra-se representado as duas fases o ciclo de vida dos
afideos — reproducdo sexuada, no Verdo, e reproducdo assexuada (partenogénese), no Inverno (adaptacdo de

www.netxplica.com)

Algumas espécies ou populacdes tornaram-se partenogénicas obrigatorias pois perderam a
capacidade de se reproduzir sexualmente. Quando comparadas as duas linhas, sexuadas ou
assexuadas, as sexuadas apresentam maior vantagem ecoldgica. As linhas assexuadas tém a
desvantagem de nao colocarem ovos no Inverno pois apresentam uma maior suscetibilidade as
baixas temperaturas, ao contrario do que acontece com as sexuadas, que pdem 0vos com

capacidade de resistir ao frio (Simon et al., 2002).
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1.1.3.3. Comportamento e alimentacao

Ao longo do tempo as plantas, para evitar o ataque de herbivoros, desenvolveram
inimeros modos de defesa, tanto quimicos como fisicos. Os afideos, para assegurarem a sua
sobrevivéncia, necessitaram desenvolver métodos para evitar ou sabotar a resposta defensiva
da planta. Isto porque, ao contrario de grande parte dos herbivoros que deixam a planta apés
se alimentarem, os afideos necessitam permanecer na planta por um periodo de tempo
prolongado pois possuem um corpo pequeno coberto por uma cuticula macia que os torna
vulneraveis a desidratacédo (Giordanengo et al., 2010).

Os afideos alimentam-se entdo através da insercdo do estilete nas plantas de modo a
sugarem a seiva floémica. O avanco do estilete na planta sé se proporciona devido ao facto
deste ser lubrificado pela saliva que contem uma pectinase que tem a capacidade de quebrar
as ligacOes existentes entre as células da planta. Esta saliva forma uma camada que envolve o
estilete como um escudo que s cai quando o estilete € removido da planta (Sorensen, 2003;
Giordanengo et al., 2010).

Devido ao tipo de dieta imposta pelo consumo de seiva os afideos tém nos intestinos
bacteridcitos que contém bactérias do tipo rickettsia que ajudam na sintese dos nutrientes.
Estas bactérias, que normalmente sdo transmitidas a prole pela progenitora, coevoluiram com
as linhagens de afideos, diferindo entre eles (Sorensen, 2003).

O sucesso desta espécie depende também da sua interagdo dentro do grupo. A maior
parte das interagBes que se da entre os afideos acontece através de sinais quimicos. Um dos
sinais mais caracteristicos dos afideos sdo as suas feromonas de alarme que alerta-os para a
presenca de perigos imediatos, tais como predadores (Vandermoten et al. 2012).

Os afideos dependem também da sua elevada capacidade reprodutiva e capacidade de
dispersdo para aumentar o seu racio de sobrevivéncia num ambiente hostil. Eles utilizam
comportamentos morfo especificos para promover a sobrevivéncia do seu material genético
(Sorensen, 2003). S&do os individuos alados que permitem uma melhor capacidade de
dispersdo sendo que os individuos &pteros, considerados sedentarios, investem mais na
reproducéo e s6 saem da planta hospedeira quando necessitam melhores condi¢des, seja de
alimentacéo ou para fugir de parasitas ou predadores (figura 9) (Sorensen, 2003; Lombaert et
al., 2006; Giordanengo et al., 2010). Estes apés sairem de planta hospedeira tentam encontrar
uma nova planta com duas caracteristicas muito importantes. A primeira é a cor amarela, para
a qual sao principalmente atraidos, pois esta cor predomina na fase de crescimento ou
senescéncia, momentos nos quais as plantas sdo uma melhor fonte de nitrogénio. A segunda
caracteristica é procurada apds chegarem a nova planta e caso ndo seja encontrada estes
partem a procura de uma nova hospedeira. Ao pousarem na nova planta os afideos perfuram a
epiderme procurando por compostos secundarios da planta, que ndo Ihes sendo essenciais,

séo especificos das plantas hospedeiras de afideos (Sorensen, 2003).
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Figura 9 —Forma é&ptera (no topo) e alada (em baixo) do afideo Myzus persicae.E possivel ver nas figuras o
pormenor da parte ventral (na metade superior) e da parte dorsal (na metade inferior) estando a cabeca voltada para a
direita (Sorensen, 2003).

Os afideos normalmente apresentam também uma rela¢cdo de mutualismo com formigas.
Estas, por ndo terem a capacidade de perfurar as plantas dependem dos afideos para obter o

“néctar” e em troca fornecem-lhes protecao contra predadores (Sorensen, 2003).
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1.1.3.4. Praga agricola

Embora s6 cerca de 250 espécies de afideos sejam consideradas pragas agricolas a
verdade é que este inseto é considerado uma das maiores e mais destrutivas pestes agricolas
do momento, especialmente em zonas temperadas, causando danos em culturas araveis e
horticolas(Sorensen, 2003; Lombaert et al., 2006; Vandermoten et al., 2012).

O facto de grande parte destes insetos combinara partenogénese com uma dispersao
muito eficiente faz com que a sua populacdo cresca rapidamente e que estes se tornem
exploradores de grande parte dos recursos vegetais existentes no local (Lombaert et al., 2006;
Giordanengo et al., 2010; Vandermoten et al., 2012).

Existem algumas espécies que afetam um hospedeiro especifico — monéfagas — como por
exemplo a Brevicoryne brassicae que se encontra associada as couves - mas aquelas que
causam maiores problemas sdo as espécies polifagas — que s@o capazes de afetar uma
grande quantidade de hospedeiros diferentes (Sorensen, 2003).

Sao vérias as formas, diretas e indiretas, através das quais os afideos causam dano na
planta hospedeira. O facto de haver uma grande quantidade de afideos na planta pode levar a
acumulacéo tanto de excrementos como do préprio melago da planta que conduz a formacgao
de bolores e fungos. Estes ndo s6 causam uma diminui¢do da capacidade de fotossintese (pois
h& menor superficie da planta exposta) como podem causar doengas graves na planta. Mas a
presenca dos afideos pode ter outros efeitos. A secrecdo salivar de alguns afideos contem
fitotoxinas que alteram o balan¢co hormonal e o metabolismo da planta podendo causar desde
deformacgdes nas folhas, a formagéo de vesiculas ou até mesmo défice estrutural (nanismo). O
facto de os afideos aumentarem a sua populacdo muito rapidamente pode fazer com que a
remocao de seiva seja demasiado elevada levando a planta a morte. Estes insetos séo
também vetores de varias viroses que se espalham rapidamente na planta. O facto de serem
vetores de doengas torna-os um problema ainda maior para a agricultura atual (Sorensen,
2003; Kaygin et al., 2008).

O controlo dos afideos na agricultura esta incluido nas estratégias de gestdo de pestes que
visa a identificacdo de espécies que se comportam como pragas e desenvolver taticas que
permitam o seu controle. Algumas das estratégias desenvolvidas tendo em vista a diminuicdo
das populacdes em campos agricolas foram a minimizacdo de espécies que promovem a
presenca de afideos nas plantas, como por exemplo as formigas, usar luz UV perto das plantas
para repelir os individuos alados ou colocar no terreno plantas que promovam a aproximagao
de inimigos naturais dos afideos (Sorensen, 2003).

No entanto, é cada vez mais importante encontrar um método de controlo biolégico que
auxilie na eliminagcéo desta praga. O uso de pequenas vespas, que parasitam e se dispersam
na populacdo de afideos e a libertacdo de predadores como por exemplo a joaninha
(Hippodamia convergens) sé@o algumas das medidas que ja foram tomada de modo aferir qual

0 método de controlo adequado (Sorensen, 2003). Os inimigos naturais tendem a aumentar o
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seu niamero com o passar do tempo, alimentando-se da peste para utilizar os seus nutrientes.
Consequentemente a peste tem a sua populacédo diminuida devido a alta taxa de mortalidade

ou pela diminuicdo do nimero de descendentes (Van Driesche e Hoddle, 2003).

1.1.4. Relac6es endossimbioticas: afideo/bactérias

E conhecido que os afideos encontram-se em associagdo com VArios microrganismos e
sdo extensos os estudos realizados para a sua melhor percecdo (Nikoh, 2010; Jones et al.,
2011). Verificou-se que essa associacao pode ter uma vasta gama de resultados que pode ser
benéfica ou prejudicial. A maior parte das bactérias associadas aos afideos sdo mutualistas e
herdadas por via materna, no entanto algumas, nomeadamente da familia Enterobacteriaceae
mostram ser patogénicas para estes insetos (Jones et al., 2011).

A Buchnera aphidicola é o endossimbionte primario que infeta os afideos. A sua
transmissao depende da entrada destas nos embrides em cada geracdo (Gémez-Valero et al.,
2004; Lamelas et al., 2008; Jones et al., 2011). Sendo esta uma associa¢do muito antiga que é
transmitida da fémea para a prole a muitas geracgdes verifica-se a existéncia de coespeciacdo
entre a bactéria e o afideo hospedeiro. A bactéria produz aminoacidos que se encontram em
falta na seiva floémica (Jones et al., 2011).

Adicionalmente a hospedar a B. aphidicola os afideos podem ser hospedeiros de outras
bactérias intracelulares — simbiontes secundarios (Gémez-Valero et al., 2004; Lamelas et al.,
2008; Jones et al., 2011).Em 2004, Gomez-Valero e a sua equipa, reportaram a presencga de
Wolbachia nos afideos da espécie Cinara cedri, que se encontra normalmente associada a
planta Cupressus sp. Apesar da Wolbachia ser um simbionte que infeta uma vasta quantidade
de artropodes a sua associagao aos afideos foi durante muito tempo desconhecida. A Unica a-
proteobactéria encontrada nos afideos até entdo havia sido a Rickettsia, presente na hemolinfa

do Aphis pisum (Gémez-Valero et al., 2004).
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1.1.4.1. Wolbachia como controlo biolégico

Desde o desenvolvimento da agricultura e da sua utilizacdo como forma de subsisténcia
que o controle de pragas foi algo que preocupacéo a populacao.

O controlo biolégico de pestes comecgou a ser utilizado a relativamente 130 anos, tendo o
seu inicio aproximadamente nos anos 1880. Com o passar dos anos, 0 aumento da informacao
e 0 avanco da tecnologia possibilitou uma maior compreenséo da sua utilizagdo e o aumento
da sua eficiéncia. Este controlo consiste entdo na utilizacdo um organismo vivo, 0 inimigo
natural, para controlar e/ou diminuir a densidade populacional de uma espécie, considerada
peste. Os inimigos naturais podem ser de varios tipos: parasitas, predadores, insetos
herbivoros ou um patogene (ex.: bactéria, virus, nematodes ou fungos, entre outros) que os
infeta. No caso do patogene o que acontece e que estes quando se encontram no hospedeiro
podem suprimir local e temporariamente o numero da peste (Van Driesche e Hoddle, 2003).

Ao contrario dos pesticidas ou outros quimicos usados no controlo de pestes, que ao fim de
algum tempo deixam de ter efeito pois a peste ganha resisténcia, a utilizacdo de controlos
biolégicos tem maior potencial porque a sua acdo pode ser permanente, pois estes
reproduzem-se e difundem-se acompanhando a populagéo da peste. A vantagem deste tipo de
controlo e que, ao contrario dos pesticidas, este ndo representa qualquer perigo para 0s
humanos ou restantes organismos (Van Driesche e Hoddle, 2003).

Pensa-se que a Wolbachia é uma importante ferramenta para a “técnica de
incompatibilidade de insetos” (Incompatible Insect Technique) que consiste na utilizacdo de
incompatibilidade reprodutiva associada a simbiontes para o controlo de pragas e vetores de
doencas (Saridaki e Bourtzis, 2010). O interesse da utilizacdo da Wolbachia como controlo
biolégico devesse ao facto desta bactéria ter a capacidade de modificar severamente a
capacidade reprodutiva e consequentemente o racio sexual dos seus hospedeiros. Esta seria
uma forma de controlo de pestes, transformacdo de doencas e melhoramento de insetos
benéficos (Saridaki e Bourtzis, 2010; Vasquez et al. 2011).

Embora sejam vérias as hipGteses sobre o resultado da utilizacdo desta bactéria como
controlo biol6gico, que variam entre o prejudicial, neutro e benéfico, a realidade é que existem
casos nos quais a utilizagédo desta bactéria contribuiu para uma grande alteracéo na fitness dos
seus hospedeiros. Em 1997, Min e Benzer, utilizaram uma estirpe virulenta de Wolbachia em
Drosophila melanogaster que causou uma reducdo drastica da populacdo e, mais tarde,
reducdo da transmissédo de doencgas dentro das populagdes. Esta estratégia foi recentemente
utilizada no mosquito Aedes aegypti com o intuito de impedir a transmissdo da dengue com
resultados positivos (Vasquez et al. 2011).

E importante compreender que o processo de controlo biolégico centra-se na fitness e
reproducdo do agente de controlo bioldgico, normalmente da fémea, o que faz com que
quaisquer possibilidades de melhoramento da sua eficiente seja de elevado interesse. Como

tal, foi a capacidade da Wolbachia de aumentar o nimero de fémeas na populagdo que
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despertou o interesse da comunidade cientifica para a sua utilizacdo no controlo biolégico.
Uma populacdo com maior nimero de descendentes fémeas e menor gasto energético na
producdo de machos sdo alguns dos beneficios da utilizacdo desta bactéria (Vasquez et al.
2011).

Uma das ideias consideradas para o controle biolégico é a utilizacdo capacidade da
Wolbachia de induzir a incompatibilidade citoplasmatica para erradicar a populacdo hospedeira.
Esta tem um efeito analogo a libertagdo de machos estéreis, no entanto, esta sé tem impacto
se for utilizada numa populacdo pequena. Sendo assim a utilizagdo da incompatibilidade
citoplasmatica para reduzir o potencial reprodutivo dos insetos representa uma alternativa mais
viavel. A partenogénese também poderia ser usada. O seu aumento dentro da populacdo é
superior, ha uma maior capacidade de colonizacdo e de se estabelecer na populacdo pois ndo
existe o problema de encontrar um parceiro. Poderia ser facilmente usada em programas de
producdo em massa pois ndo ha o problema da perda de machos no processo (Werren, 1997).

Uma melhor caracterizacdo da Wolbachia que infecta os afideos e importante para

compreender a rela¢é@o evolutiva entre simbionte e afideo.

Foi realizado um estudo extensivo em afideos no qual foi possivel verificar, recorrendo
maioritariamente a sequéncias obtidas do gene 16S rRNA, a existéncia de dois novos
supergrupos para a Wolbachia dois quais fazem parte somente espécies de afideos sendo um
deles constituido unicamente por amostras dos Agores (Augustinos et al., 2011).

O principal objetivo deste trabalho é a caracterizagdo molecular das estirpes de Wolbachia
presentes nos afideos recorrendo a um maior nimero de genes, nomeadamente 0s genes
MLST, de modo a tentar obter mais informac¢do acerca destes novos supergrupos. Esta

caracterizagdo € importante para entender a diversidade e dispersdo desta bactéria nos

afideos e compreender como ocorre a sua transmisséo dentro da populagéo.
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2. Material e Métodos

2.1. Recolha e conservacao das amostras

Neste trabalho foram utilizados afideos recolhidos entre Marco de 2012 e Junho de 2013
nallha da Madeira assim como afideos de diferentes ilhas do Arquipélago dos Acgores
recolhidos em Junho de 2012 no Arquipélago dos Acores (Sdo Miguel, Sdo Jorge e Pico). Para
possibilitar a comparacao de dados sera utilizada uma amostra recolhida em Barcelona em
Maio de 2013 assim como amostras existentes em colecao no laboratério, que foram
recolhidas entre Abril de 2009 e Novembro de 2011 na Ilha da Madeira e em Junho e Setembro
de 2010 no Arquipélago dos Acores (Terceira e Sdo Miguel, respetivamente).

Coletou-se os individuos juntamente com parte da sua planta hospedeira, para posterior
identificacdo, transportou-se cuidadosamente em sacos de plastico de modo a permanecerem
vivos. No laboratério procedeu-se a recolha dos individuos da planta, com o auxilio de um
pincel, colocou-se em eppendorfs contendo etanol e guardou-se no congelador a -20°C para
conservagdo ate ao momento da utilizag&o.

Alguns individuos de cada uma das amostras, também conservados em alcool, foram
levados para o Laboratério de Qualidade Agricola da Camacha.

O método utilizado para a preparacéo dos afideos foi a montagem emlamina e lamela.
Retirou-se os afideos necessarios para identificagdo do hospedeiro vegetal e colocou-se em
alcool a 90% durante 24horas.Colocou-se o afideo numa caixa de petri com o alcool a 90% e
fez-se um furo na face ventral do abdémen com a ajuda de uma agulha fina.Transferiu-se os
afideospara um eppendorf com solucdo de hidréxido de potassio a 10% e deixou-se durante
24horas. No dia seguinte colocou-se teepol a 25% (solucdo detergente) numa caixa de petri na
qual foram colocados os afideos. Esmagou-se cuidadosamenteo seu corpo durante 5 a 10
minutos de modo a retirar todo o contetudo.Transferiu-se os afideos para uma nova caixa de
petri contendo agua destilada e aproveitou-se para limpar os restos que ainda permaneciam no
interior dos corpos. Ap6s 5 a 10 minutos passou-se os afideos para uma caixa de petri com
alcool a 90%. Depois de 30 minutos colocou-se em meio clarificador, eugenol, no qual
permaneceram por 30minutos. Retirou-se os afideos da caixa de petri e colocou-se na lamina
utilizando como meio de incluséo permanente o entellan.

A identificacéo foi realizada posteriormente pelo Engenheiro Anténio Franquinho (Blackman
e Eastop, 1989, 1994, 2006; Nafria et al. 2005; Blackman, 2013).
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2.1.1. Extracao de DNA

Devido ao facto do teor de Wolbachia ser relativamente baixo no hospedeiro faz com que

0 seu estudo exija a utilizacdo de um grande nimero de amostras. Como tal, na extragdo de
DNA foram utilizados quatro individuos de cada amostra a fim de aumentar a quantidade de
DNA obtida.

Procedeu-se & extracéo do DNA total do afideo utilizando o protocolo de extragdo de DNA
total de Latorre et al. 1986. Comecou-se por homogeneizar a amostra em 160uL de tampéo |
(10mM de Tris-HCI; 60mM de NaCl; 5% de sacarose; 10mM de EDTA). Adicionou-se 200uL de
tampédo Il (300mM de Tris-HCI; 1.35% de SDS; 5% de sacarose; 10mM de EDTA) e
homogeneizou-se por inversao. Incubou-se por 30 minutos a 65°C e neutralizou-se com 60uL
de tampdao Ill (KOAc a 3M). Homogeneizou-se por inversdo e incubou-se por 20 minutos a -
20°C. Centrifugou-se por 15 minutos a 13000rpm. Transferiu-se o sobrenadante para um novo
tubo e adicionou-se um volume de isopropanol. Homogeneizou-se por inversdo e incubou-se
por 5 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se por 10 minutos a 13000rpm e eliminou-
se 0 sobrenadante por decantagdo. Lavou-se o precipitado com 100pL de etanol a 70%.
Centrifugou-se por 5 minutos a 13000rpm, descartou-se o sobrenadante e secou-se a vacuo.

Ressuspendeu-se o precipitado em 20uL de agua ultrapura.

2.2. PCR com primers gerais — gene 16S rRNA

Neste trabalho comecgou-se por efetuar uma PCR diagnéstico utilizando diferentes primers
para comparar qual o melhor para verificar a presenca de infecdo. Para a PCR testaram-se os
primers 27F/1513R e wspecF/wspecR. Num determinado momento do trabalho testou-se 0 uso
de nested-PCR em vez de uma PCR normal para verificar se obtinha-mos melhores resultados
(figura 10).
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Figura 10 —Representagdo esquematica da posi¢do dos primers no gene 16S rRNA. A cor-de-laranja encontram-

se os primers F (“foward”) e a azul os primers R (“reverse”)

A PCR realizou-se com 25pL de volume de reagéo: 1uL DNA, 2.5uL de tampéo de reacdo
10x, 2uL de dNTP’s (2.5mM), 1.25uL de MgCl, (100mM), 1uL de cada primer (100pg/pL), 0.2uL
de Taq polimerase (5U/uL) e 16.05uL de agua mQ. Utilizou-se como controle positivo uma
amostra infetada de Bemisia tabaci com Wolbachia e como controle negativo utilizou-se agua
ultrapura.

O perfil de temperaturas variou ligeiramente dependendo dos primers usados. Quando
utilizados os primers 16S 27F/1513R as condigbes da PCR foram as seguintes: 95°C por 2
minutos seguindo-se 38 ciclos de 94°C por 1 minuto, 51°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto com
extensdo final a 72°C por 5 minutos. Embora tenhamos conseguido amplificar algumas
amostras ao fazer uma sequenciacdo teste percebeu-se que as sequéncias tinham pouca

qualidade.

Decidiu-se entédo tentar amplificar utilizando uma outra técnica de PCR, que aumenta a
especificidade da amplificacdo, denominada nested-PCR. Muito basicamente, esta técnica
consiste na utilizagdo do produto da primeira PCR, neste caso amplificados com os primers
169F/1513R, na PCR seguinte, com os primers 169F/wspecR. O wspecR, um primer mais
interno que o 1513R - como é possivel ver na figura 9, torna a amplificacdo mais especifica
pois usa o produto ja amplificado. Apds alguns testes verificou-se 0s problemas anteriores e
percebeu-se que provavelmente iria ser necessario recorrer a clonagem para obter linhas
puras. Para 0s169F/1513R e 169F/wspecR usou-se o seguinte perfil: 94°C por 2 minutos
seguido de 2 ciclos de 94°C por 30 segundos, 51°C por 30 segundos, 72°C por 90 segundos,
seguindo-se 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 51°C por 30 segundos, 72°C por 90 segundos

com extensao final a 72°C por 5 minutos.
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Ao amplificar utilizando a nested-PCR foi possivel obter resultados satisfatérios mas como
surgiu a possibilidade de tentar amplificar com os primers wspecF/wspecR, e mesmo apos a
decisdo de clonar, resolvemos testar estes primers pois assim poderiamos pér de parte a
nested-PCR, na qual se despende mais tempo e reagentes, e usar uma PCR normal.

Testou-se entdo os primers wspecF/wspecR com o seguinte perfil: 94°C por 2 minutos
seguindo-se 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 45 segundos, 72°C por 30 segundos
e extenséo final a 72°C por 5 minutos.

Tabela 1-Primers utilizados para amplificagcdo do gene 16S rRNA.Na tabela é possivel encontrar os diferentes

primers utilizados para a detecdo de Wolbachia assim como a sua respetiva sequéncia, comprimento e temperaturas

de anneling.
) Temperatura
Comprimento ) . Produto .
Gene Nome Sequencia Posicéo de anneling
do gene (pb) (pb)
(°C)
169F CTAATACCGTATACGCCCTAYG 169 - 51/53*
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 1473 1304 53*
16S 1446 1513R ACGGYTTACCTTGTTACGACTT 1476 1307 51
wspecF YATACCTATTCGAAGGGATAG 955 - 54
wspecR AGCTTCGAGTGAAACACCTTC 1393 438 54

2.3. Visualizacao dos produtos de amplificacao

Para verificar o resultado das rea¢cBes de PCR utilizou-se géis de agarose a 0.8%. Injetou-
se no gel 4uL do produto da reacdo e correu-se, num banho de TAE 1x, por cerca de 30
minutos a 110W. Colocou-se o gel, apds a corrida, numa tina contendo 250mL de tampéao TAE
1x e 50uL brometo de etidio por 30 minutos. Visualizou-se o gel utilizando uma luz UV e
fotografou-se com uma camara digital Canon.

2.4. PCR com os genes MLST

Encontradas as amostras infetadas com Wolbachia passou-se a analise das mesmas com
0s genes conservativos de glutamil-tRNA amidotransferase - subunidade B (gatB), citocromo c
oxidase - subunidade | (coxA), proteina hipotética conservativa (hcpA), proteina da divisdo
celular (ftsz) e frutose bifosfato aldolase (fbpA).

Utilizou-se como base as condi¢cdes presentes no artigo de Baldo et al. (2006) mas foi

necessario otimizar a temperatura de anneling para os diferentes genes (tabela 2).
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Realizou-se a PCR com 25uL de volume de reacao: 1uL DNA, 2.5uL de tampéo de reacao
10x, 2uL de dNTP’s (2.5mM), 1.25uL de MgCl, (100mM), 1uL de cada primer (100ug/uL), 0.2uL
de Taq polimerase (5U/uL) e 16.05uL de agua mQ. Tal como nas anteriores PCR’s utilizou-se
como controle positivo uma amostra de Bemisia tabaci infetada com Wolbachia e como
controle negativo utilizou-se agua ultrapura.

O perfil de temperaturas utilizado na PCR foi: 94°C por 2 minutos seguido de 35 ciclos de
94°C por 30 segundos, TA°C* por 45 segundos, 72°C por 90 segundos com extensdo final a
72°C por 5 minutos.

A *temperatura de anneling “TA” foi de 54°C para 0s genes gatB, coxA e ftsZ e de 53°C
para o gene hcpA.

Na&o foi encontrada uma temperatura de anneling 6tima para o gene fbpA.

O resultado da PCR foi novamente verificado correndo 4uL do produto das reacdes em gel
de agarose a 0.8%.

Tabela 2—Primers e loci dos genes wsp e MLST. A tabela contem a sequéncia dos primers usados para a andlise

dos genes MLST assim como os respetivos pares de base (“bp”) (Baldo et al., 2006)

TABLE 1. MLST and wsp loci and primer features

Amplified

Locus Primer Gene , MLST
Cluster nucleotide
” code Gene Product length fragment
category (wMel) Designati s sy (bp)p  Tan8 size (bp)
esignation equence (5'-3") (bp)*
wa-Proteobacteria - WD_0146  gatB  Glutamyl-tRNA(Gln) gatB_F1 GAKTTAAAYCGYGCAGGBGTT 1.425 421-891 369
amidotransferase, subunit B
gatB_R1 TGGYAAYTCRGGYAAAGATGA
Escherichia coli  WD_0301 cox4 Cytochrome ¢ oxidase, subunit 1 coxA_F1 TTGGRGCRATYAACTTTATAG 1,551 491-977 402
coxA_RI1 CTAAAGACTTTKACRCCAGT
Escherichia coli  'WD_0484 hepA  Conserved hypothetical protein hepA_F1 GAAATARCAGTTGCTGCAAA 741 91-605 444
hepA_R1 GAAAGTYRAGCAAGYTCTG
Escherichia coli  WD_0723  ftsZ  Cell division protein fisZ_F1 ATYATGGARCATATAAARGATAG 1.197 274-798 435
fisZ_R1 TCRAGYAATGGATTRGATAT
Ricketisiales WD_1238 fbpA  Fructose-bisphosphate aldolase fopA_F1 GCTGCTCCRCTTGGYWTGAT 900 241-749 429
fopA_R1 CCRCCAGARAAAAYYACTATTC
Wolbachia WD_1063  wsp Outer surface protein wsp_F1 GTCCAATARSTGATGARGAAAC 714 85-688 546
wsp_R1 CYGCACCAAYAGYRCTRTAAA
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2.5. Purificacao das amostras amplificadas

As amostras infetadas foram purificadas utilizando as placas NucleoFast® 96 PCR
(Macherey-Nagel). O processo consiste em colocar cada uma das amostras num poco da
placa, sem tocar na membrana. Colocou-se a placa no vacuo e apos 10 minutos adicionou-se
50uL de agua mQ morna. Agitou-se a placa por 10 minutos para a total ressuspensdo do DNA.
Retirou-se o produto da placa e colocou-se hum eppendorf de 1,5mL.

Reservou-se o produto da purificagéo para a realizacdo da clonagem.
2.6. Clonagem (choque térmico e miniprep)

Para a clonagem foram selecionadas apenas algumas amostras pois todo 0 processo
necessitava otimizacdo, obrigando a um elevado gasto de recursos e tempo.

Utilizou-se os produtos da purificag@o para a clonagem. Iniciou-se o processo utilizando o
vector pGEM-T (Easy Vector System) para fazer 10uL de solucéo de ligacao (5uL de tampéo
de ligacdo 2x; 1uL de pGEM 50ng, 1uL de T4 DNA ligase) com 3uL da amostra purificada.
Deixou-se a mistura de ligacdo a temperatura ambiente durante uma hora. Iniciou-se a
transformacgéo adicionando os 10pL da solugdo de ligacdo a células competentes JM109.
Agitou-se gentilmente e incubou-se durante 20 minutos em gelo. O choque térmico as células
foi dado durante 45 segundos num banho-maria a exatamente 42°C. Retirou-se e colocou-se
em gelo durante 2 minutos. Adicionou-se 950uL de meio LB & mistura e incubou-se por 1 hora
e meia a 37°C, com agitacdo. Apds esse tempo semeou-se 100uL da mistura nas placas
LB/AMP/IPTG/X-Gal e incubou-se na estufa a 37°C durante toda a noite. Selecionou-se as
colénias brancas e inoculou-se em 1mL de meio LB/AMP liquido a 37°C durante toda a noite,
com agitagdo (Promega).

Iniciou-se a miniprep “quick and dirty” centrifugando o tubo com o cultivo a velocidade
méaxima durante 1 minuto. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 50uL de solugdo
tampéo (TE). Ressuspendeu-se e adicionou-se 200pL de solucdo de lise (20pL de SDS 1%;
20pL de NaOH 0.2N; 160uL de 4gua mQ). Homogeneizou-se e incubou-se por 3 minutos a
temperatura ambiente. Adicionou-se 150uL de KOAc a 3M e incubou-se a -20°C por 5 minutos.
Centrifugou-se a velocidade maxima por 5 minutos e recolheu-se o sobrenadante. Adicionou-se
1 volume de isopropanol e ressuspendeu-se no vortex. Incubou-se por 5 minutos a temperatura
ambiente e seguiu-se uma nova centrifugacao por 5 minutos a velocidade maxima. Lavou-se o
pellet com 100uL de etanol a 70% e centrifugou-se por 1 minuto a velocidade maxima. Retirou-
se o0 sobrenadante com uma pipeta e secou-se a vacuo. Ressuspendeu-se o pellet com 30uL

de 4gua ultrapura.
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2.7. Digestao e sequenciagao

As amostras foram sujeitas a digestdo com a enzima de restricdo EcoRI. Utilizou-se um gel
de agarose para verificar se as amostras continham ou nao o inserto.

As amostras que apresentaram inserto foram sujeitas a PCR com o0s primers T7 e SP6.
Realizou-se a PCR com 8pL de volume de reagdo: 5uL DNA, 1uL de tampéo de reacdo 10x,
1pL de BigDye (BioSystems) e 1uL de primer. O perfil de temperaturas foi de 99 ciclos a 96°C
por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Os produtos foram enviados para

sequenciacao.

2.8. Analise filogenética das sequéncias

Das amostras sequenciadas foram varias as que nao tinham qualidade suficiente ou que
ndo tinham a homologia correta para ser utilizada neste trabalho. As sequéncias com qualidade
e homologia a Wolbachiaforam alinhadasutilizando o programa ClustalW (Thompson et al.,
1994). Verificou-se manualmente o alinhamento obtido, corrigindo os erros existentes,e
procurou-se por sequéncias similares as obtidas na base de dados GenBank utilizando o
BLAST. Efetuou-se, no programa Mega (versdo 6.0), um teste do modelo evolutivo para
verificar qual o método mais adequado para a andlise das amostras. As arvores foram
construidas pelo métodoMaximum Likelihood, utilizando o teste de filogenia Bootstrap com
1000 replicagbes,0 modelo “General Time Reversal’ (GTR) “Gamma distributed” (G), “Invariant
sites” (I) ou “Gamma distributed with invariante sites” (G+l) dependendo do resultado obtido no

teste do modelo evolutivo para cada um dos genes.
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3. Resultados e Discussao

Os afideos sdo, a muitos anos, foco de estudo no que diz respeito a interagcdes com
simbiontesprimarios. Estes insetos sdo hospedeiros de simbiontes primarios, como é o caso da
Buchnera aphidicola, mas ocasionalmente podem albergar simbiontes secundarios que lhes
conferem vantagens evolutivas. Sao conhecidas alguns outros simbiontes, como Candidatus
Serratia symbiotica, presente no afideo Acyrthosiphon pisum, que lhes conferem tolerancia ao
calor (Montllor et al, 2002) ou Candidatus Regiella insecticola e Candidatus
Hamiltonelladefensa que os protegem contra parasitoides (Oliver et al., 2010; Volburger et al.,
2010).

O estudo de Wolbachia, endossimbionte secundario, nos afideos estd condicionado por
dificuldades na detecdo e amplificacé@o e assim como a baixa taxa de infe¢cdo (Augustinos et al.,
2011) todavia existem alguns trabalhos desenvolvidos com o intuito de verificar e caracterizar a
sua presenca nos afideos (Westet al., 1998). Um estudo que utilizou a técnica Long-PCR, que
origina melhores resultados do que com a PCR padréo detetou pela primeira vez Wolbachia
nos afideos Toxoptera citricidus e o Aphis craccivora(Jeyaprakash e Hoy, 2000).Posteriormente
vérios trabalhos mostraram a presenca de Wolbachia nos afideos, tais como o estudo realizado
por Gomez-Valero et al. (2004) que revelou pela primeira vez a presenca de Wolbachia no
afideo Cinara cedri, espécie associada a coniferas (Gomez-Valero et al., 2004); os afideos do
trigo, Sitobion miscanthi, infetados com Wolbachia do supergrupo A e B (Wang et al., 2009).
Recentemente, num estudo extensivo baseado no gene 16S rRNA, dos afideos de varias
zonas geogréficas (Portugal, Espanha, Grécia, Israel e Irdo) foram encontradas diversas
espécies infetadas com Wolbachia do supergrupo B mas também verificaram a existéncia de

dois novos supergrupos, M e N(Augustinos et al., 2011).

Este projeto foi entdo elaborado, com o intuito de detetar a taxa de infecdo Wolbachia
presente nos afideosdos Arquipélagos da Madeira e Acores, utilizando ndo s6 o gene 16S
rRNA mas também os genes MLST: glutamil-tRNA amidotransferase - subunidade B (gatB),
citocromo ¢ oxidase - subunidade | (coxA), proteina hipotética conservativa (hcpA) e a proteina
da divisao celular (ftsZ)possibilitando uma melhor caracterizac@o das estirpes desta bactéria

assim como a comparagdo com 0s resultados publicados.
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3.1. Amostras coletadas e taxa de infecao

No decorrer este trabalho tentou-se recolher amostras de varios locais e diferentes plantas
hospedeiras (Anexo 1) de modo a obter uma informagéo ampla sobre a taxa de infecdo bem
como das diferentes estirpes de Wolbachia que poderéo estar associadas aos afideos.

Um total de 545 amostras de afideos, 361 no Arquipélago da Madeira (llha da Madeira) e
184 no Arquipélago dos Acores (llhas Terceira, Sdo Miguel, Pico e Faial). Na Madeira a familia
Aphididae representa 84% das amostras coletadas, um total de 304 amostras,e nos Acores
representam 79% das amostras coletadas, que corresponde a 145 amostras. As restantes
familias encontram-se numa percentagem muito inferior sendo a segunda mais abundante em
ambos os arquipélagos a familia Lachnidae que representa 9% e 15% das amostras da
Madeira e Acores, respetivamente (figura 11). Estes resultados estdo de acordo com o
esperado visto que a familia Aphididae é a familia mais abundante dos afideos (Sorensen,
2003).

0% Madeira 0% Acgores

5% | 1%

B Aphidinae W Aphididae

B Lachnidae M Lachnidae
B Drepanosiphidae [ Drepanosiphidae

B Greenideidae B Macrosiphidae

ENI ENI

Figura 11 —Representagdo grafica das familias de afideos presentes neste estudo.Gréaficos com as percentagens
das diferentes familias dos afideos coletadas no arquipélago da Madeira e dos Agores. Legenda: NI — Amostras nédo

identificadas
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3.2. Detecao de Wolbachia

Das 545 amostras coletadas nos dois arquipélagos somente 32 (6%) se encontravam
infetadas com Wolbachia sendo na sua maioria amostras dos Agores (figura 12). Cerca de 12%
das amostras dos Acgores apresentavam a infecdo enquanto somente 3% das amostras da
Madeira estavam infetadas. Existe entdo uma maior prevaléncia de infecdo nos afideos dos
Acores quando comparados com os da Madeira. Ao comparar o resultado deste estudo com os
resultados do estudo feito nos afideos por Augustinos e seus colegas (2011) podemos verificar
gue a taxa de infec@o na Madeira (3%) é inferior a taxa de infe¢do na Grécia (4,6%) sendo a

taxa de infe¢do dos Acores superior a qualquer umas dessas localizagbes geogréficas.

Amostras coletadas e infetadas
Madeira e Agores

600 - /—545
550

500 -
450
400 361
350 -
300 -
250 - B Amostras Infetadas
200 -
150 -
100 -

B Amostras coletadas

[y
[*]
-3

N

11 21

Total Madeira Acores

Figura 12 —Representacao grafica das amostras coletadas e infetadas. Gréafico de barras sumario representando o
numero total de amostras coletadas e comparando com as infetadas para cada Arquipélago.

Calcula-se que neste momento a taxa de infecdo da Wolbachianos insetos encontra-se
entre os 16% e os 66% (Salunke et al. 2012).Comparando a taxa de infecdo dos afideos
presentes neste estudo com os dados de estudos realizados com outros insetos verifica-se que
a taxa de infecdo dos afideos, 6%, € inferior a conhecida paraa mosca branca Bemisia tabaci
gue apresenta uma taxa de infe¢do de 88,4% na China (Bing et al., 2014) e vérias espécies de
borboleta da india que apresentam uma taxa de infecdo de cerca de 37,3% (Salunke et al.,

2012).
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3.3. Analise das estirpes utilizando os genes MLST

Grande parte dos trabalhos para a detecdo e caracterizacdo de Wolbachia foram
realizados utilizando o gene que codifica a proteina de superficie, wsp. No entanto sdo varios
os estudos que mostram que a utilizagdo unicamente deste gene nado é suficiente para a
caracterizacdo das estirpes de Wolbachia (Roy e Harry, 2007) sendo necessaria a utilizacdo do
gene 16S rRNA e do sistema de tipagem multilocus (MLST) para uma melhor diferenciacéo das
estirpes de Wolbachia (Baldo et al., 2006; Roy e Harry, 2007). Como tal, uma parte muito
importante deste trabalho consistiu na utilizacdo dos genes MLST para caracterizar as estirpes
de Wolbachia presentes nas amostras.

As amostras infetadas com Wolbachia foram analisadas para os genes MLST e apés
otimizar as condi¢cdes de PCR foi possivel amplificar quatro genes (ftsZ, coxA, gatB e hcpA)
excepto o gene fhpA, para o qual ndo foi possivel otimizar a temperatura de anneling de modo
a obter uma boa amplificagédo.

Todavia nédo foi possivel amplificar todas as amostras infetadas para todos os genes MLST
(tabela 3). No entanto, para as amostras Neophyllaphis podocarpi(81 e 85), Aphis spiraecola
(86), Aphis hederae (136) e Neophyllaphis podocarpi(162, 172 e 181) conseguiu-se amplificar
todos os genes o podera possibilitar posteriormente uma melhor caracterizacdo das estirpes de
Wolbachia.
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Tabela 3-Tabela resumo das amostras infetadas com Wolbachia. Nesta tabela encontra-se a espécie e familia dos afideos coletados, as plantas hospedeiras e os respetivos resultados das

diferentes PCR's (com 16S rRNA e com os primers dos genes MLST). Legenda: NI — néo identificada; NT — ndo testado; * - amostras de um estudo anterior utilizadas para compara¢cdo com 0s

dados das amostras usadas na tese

Amostra
Madeira 23*
Madeira 24*
Madeira 48*
Madeira 162*
Madeira 166*
Madeira 181*
Madeira 187*
Madeira 199*
Madeira 200*
Madeira 201*
Madeira 203*

Acores 1*

Acores 3*

Acores 10*
Acores 11*
Acores 16*
Acores 30*
Acores 66*
Acores 80

Acores 81

Acores 85

Acores 86

Acores 100
Acores 102
Acores 129
Acores 134
Acores 135
Acores 136
Acores 162
Acores 172
Acores 181
Acores 184
Barcelona 1

Planta hospedeira
Cupressus macrocarpa
Salix canariensis
Pinus sp.

Pinus sp.
Solanum nigrum
Pinus sp.
Annonaceae
Euphorbia piscatoria
Hibiscus sp.
Galactites tomentosa
Solandra grandiflora
Acer sp.

NI
Rumex sp.
Solanum nigrum
NI
Nerium oleander
Podocarpus macrophylus
Pyracantha angustifélia
Podocarpus macrophyllus
Podocarpus macrophyllus
Podocarpus macrophyllus
NI
NI
Eriobotrya japonica
Pyrcantha coccinea
llex perado azorica
Hedra sp.
Podocarpus macrophyllus
Podocarpus macrophyllus
Podocarpus macrophyllus
Pyracantha angustifolia
Podocarpus macrophyllus

Espécie
Cinara fresai
Tuberolachnus salignus
Cinara pinea
Cinara sp.

Aphis solanella
Cinara pinea
Toxoptera citricidus
Aulacorthum solani
Aphis gossypii
Brachycaudus cardui
Macrosiphum euphorbiae
Drepanosiphum sp.
Toxoptera aurantii
Aphis sp.

Aphis solanella
Aphis sp.

Aphis nerii
Neophyllaphis podocarpi
Aphis spiraecola
Neophyllaphis podocarpi
Neophyllaphis podocarpi
Aphis spiraecola
Aphis spiraecola
NI
Aphis spiraecola
Aphis spiraecola
Aphis spiraecola
Aphis hederae
Neophyllaphis podocarpi
Neophyllaphis podocarpi
Neophyllaphis podocarpi
Aphis spiraecola
Neophyllaphis podocarpi
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Familia
Lachnidae
Lachnidae
Lachnidae
Lachnidae
Aphididae
Lachnidae
Aphididae
Aphididae
Aphididae
Aphididae
Aphididae

Drepanosiphidae
Aphididae
Aphididae
Aphididae
Aphididae
Aphididae

Drepanosiphidae
Aphididae

Drepanosiphidae

Drepanosiphidae
Aphididae
Aphididae
Aphididae
Aphididae
Aphididae
Aphididae
Aphididae

Drepanosiphidae

Drepanosiphidae

Drepanosiphidae
Aphididae

Drepanosiphidae
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NT
NT
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NT
NT
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Ao analisar as sequéncias resultantes da sequenciacédo direta dos produtos de PCR
verificou-se que estes apresentavam baixa qualidade, com muita sobreposicdo de picos, e
concluiu-se que este ndo era o melhor caminho a seguir. Uma explicacdo para a falta de
gualidade das sequéncias € a baixa massa corporal dos afideos que impede a obtengédo de
uma boa quantidade de DNA mas uma outra explicacéo é a possibilidade da existéncia de co-
infecBes de diferentes estirpes de Wolbachia (Augustinos et al., 2011).

Assim sendo, houve a necessidade de recorrer a clonagem de modo a obter linhas puras
que apresentassem sequéncias com qualidade para serem consequentemente analisadas.

Para a clonagem escolhemos apenas algumas das amostras infetadas dos Acores visto
que estas ndo s6 apresentavam uma maior taxa de infecdo como diferentes espécies de
afideos foram colhidos em hospedeiros da mesma espécie — como por exemplo o Aphis
spiraecola e Neophyllaphis podocarpi, ambos colhidos na planta Podocarpus macrophyllus —
assim como a mesma espécie de afideos foram colhidos em hospedeiros diferentes — como o
caso dos afideos da espécie Aphis spiraecola que foram colhido em cinco plantas hospedeiras
diferentes (tabela 4). Estas eram também as amostras que apresentavam maior nimero de
genes MLST amplificados. Assim teriamos resultados de amostras que nos permitiam fazer
uma melhor comparagédo e possivelmente até aferir o tipo de transmissdo, horizontal ou

vertical, existente.

Tabela 4 —Amostras dos Agores e Barcelona utilizadas na clonagem. Tabela resumo na qual se encontra as
amostras utilizadas na clonagem assim como a respetiva planta hospedeira e local onde foi onde foram coletadas.
Legenda: NI — N&o Identificada

Amostra Planta hospedeira Espécie Local
. . . Séo Miguel — Ponta
80 Pyracantha angustifélia Aphis spiraecola Delgada
. . S&o Miguel — Ponta
81 Podocarpus macrophyllus Neophyllaphis podocarpi Delgada
. . Sao Miguel — Sete
85 Podocarpus macrophyllus Neophyllaphis podocarpi Cidades
. . Séo Miguel — Sete
86 Podocarpus macrophyllus Aphis spiraecola Cidades
100 NI Aphis spiraecola Séao Jorge - Urzelina
129 Eriobotrya japonica Aphis spiraecola Pico - Lajes
134 Pyrcantha coccinea Aphis spiraecola Pico — Sdo Joao
135 llex perado azorica Aphis spiraecola Pico — Sdo Joéo
136 Hedra sp. Aphis hederae Pico — Sdo Jodo
162 Podocarpus macrophyllus Neophyllaphis podocarpi Sao Miguel — Noreste
. n Sao Miguel — Sete
172 Podocarpus macrophyllus Neophyllaphis podocarpi Cidades
181 Podocarpus macrophyllus Neophyllaphis podocarpi Sao Miguel — Furnas
L . . Sao Miguel- Ponta
184 Pyracantha angustifélia Aphis spiraecola Delgada
Barc. 1 Podocarpus macrophylus Neophyllaphis podocarpi Barcelona
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3.4. Analise filogenética

Na arvore filogenética obtida para o gene 16S rRNA foi possivel verificar que as amostras
encontram-se divididas em dois supergrupos, M e N.As amostras Aphis spiraecola(80, 129,
134 e 184),Neophyllaphis podocarpi (Barc.) e Aphis hederae (136) estdo incluidas no
supergrupo M enquanto que as amostras Neophyllaphis podocarpi(81, 85, 162 e 181) e Aphis
spiraecola(100) se encontram no supergrupo N.Umresultado importanteé a insercdo em
supergrupos diferentes das amostras de Neophyllaphis podocarpi colhidas no
hospedeiro,Podocarpus macrophyllus,de localizagBes geograficas diferentes (Agores e
Barcelona).
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@ Neophllaphis podocarpi AZ81
— @ Neophilaphis podocarpi AZ85
& Aphis spiraecola AZ100
& Neophyllaphis podocarpi AZ181
¥ Neophyllaphis podocarpi AZ162

97

Nilaparvata lugens

94 Neophyllaphis podocarpi

Nasonia giraulti

Tetranychus urticae B

Toxoptera aurantii B (PT)

Bemisia tabaci (Indore)

a7 4{ Bryobia spec.
92 | Nasonia witripennis

gg | Zootermopsis angustic |
81 Zootermopsis nevadens H

Mesaphorura macrochaeta I E

Brugia malayi D

Cinara pinea (PT)

91
Baizongia pistaciae (GR)

83 Drosophila simulans A

Curculiohac hijoensis
Drosophila melanogaster
Cinra ferasi (PT)

Toxoptera citricidus

g3 | Cinara cedri (SP) M
Cinara cedr (Isr)
651 Cavariella sp. (SP)
Tuberolachnus salignu
Radopholus similis I L

= 4{ Bemisia tabaci WfOI 0
Aphis sp. (PT)
@ Neophyllaphis podocarpi (Bar. 107)
& Aphis spiraccola AZ134
71 | @ Neophyllaphis podocarpi (Bar. 257)
&7 4{ & Neophyllaphis podocarpi (Bar. 256) M
@ Aphis hederae AZ136
¥ Aphis spiraecola AZ129
56 | @ Aphis spiraecola AZ80
@ Aphis spiraecola AZ184

—
0.005

Figura 13 —Arvore filogenética de 16S rRNA. Arvore construida com base nos dados obtidos para o genel6s rRNA
através do método de “Maximum Likelihood”, modelo GTR+G+l (programa Mega 6.0). Na figura é possivel ver espécies
que representam diferentes supergrupos de Wolbachia e, as amostras obtidas neste trabalho, estdo assinaladas a

cinzento.
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Ao analisar a arvore filogenética obtida para o gene ftsZverifica-se que as amostras 81, 85,
162, 172 e 181, que correspondem a espécie Neophyllaphis podocarpi,juntamente com a
amostra 86, espécieAphis spiraecola, formam claramente um grupo afastado das restantes
espécies presentes, sendo incluidas no supergrupo N. As espécies que se encontram mais
proximas destas sdo as que fazem parte do supergrupo B no qual também se pode encontrar a
espécie Aphis hederae, amostra 136 deste trabalho. E de referir que em nenhum outro estudo,

publicado até ao momento, existe uma arvore filogenética para o gene ftsZ para afideos, sendo

estaa primeira.

Neophyllaphis podocarpi 85Az
Neophyllaphis podocarpi 172Az
Aphis spiraecola 864z N
ag | Neophyllaphis podocarpi 162Az
Neophyllaphis podocarpi 81Az
Neophyllaphis podocarpi 1814z
Aphis hederae 13642

55l Nasonia vitripennis B B

Encarsia formosa B

Cinara cedri B
100 [ MNasonia giraulti A A
Nasonia vitripennis A

Zootermopsis angusticallis H H

f

100" Zootermaopsis nevadensis H

Dircfilaria immitis C

g2
91 Dirofilaria immitis 2

Onchocerca gibsoni

Walbachia pipiens

Folsomia candida E | E

99 Kalotermes flavicallis F
—L Microcerotermes sp. F I F
52 Litomosoides sigmondontis D

100 Brugia malayi D D
92 L Wuchereria bancrofti D

Mesaphorura macrochaeta £ I E

‘L Bryobiasp. K | K

Baizongia pistaciae L

4{ L
75 Radopholus L

Figura 14 —Arvore filogenética ftsZ. Construida com base nos dados obtidos para o gene ftsZ através do método de
“Maximum Likelihood”, modelo GTR+| (programa Mega 6.0). Na figura é possivel ver espécies que representam

diferentes supergrupos de Wolbachia e, as amostras obtidas neste trabalho, estédo assinaladas a cinzento.
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A arvore filogenética do gene gatB mostra queas amostras 162 e 172 (Neophyllaphis
podocarpi) embora muito proximas das espécies do supergrupo B se encontram num grupo
separado que parece corresponder ao supergrupo N. As outras trés amostras analisadas com

este gene, 80, 129 e 134 (Aphis spiraecola) encontram-se incluidas nosupergrupo M tendo

COMO supergrupo mais proximo o supergrupo L.

Neophyliaphis podocarpi AZ172
82| Neophyliaphis podocarpi AZ162-1 | N?
Neophyllaphis AZ162-2
100 |- Hypostoer horticola

Nilaparvata lugens
64 1L Cinara cedn
Nasonia vitripennis
. Cimex lectularius
] a7 |_7 Ocymyrmex picardi | F
100 Odontotermes homi
Brugia malayia I D
— Pheidole vistana
] ] S— Drosophila melanogaster
Baizongia pistaciae I L
— Aphis spiraecola AZ134
- Toxoptera citricidua
Maculolachnus submacula
&1 Aphis spiraecola AZ129-1 M
phis spiraecola AZ129-2
I Aphis spiraecola 80
L Sipha maydis
s |

0.05

Figura 15 —Arvore filogenética de gatB. Arvore construida com base nos dados obtidos para o gene gatB através do
método de “Maximum Likelihood”, modelo GTR+G (programa Mega 6.0). Na figura é possivel ver espécies que
representam diferentes supergrupos de Wolbachia e, as amostras obtidas neste trabalho, estdo assinaladas a cinzento
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Quando analisado o gene coxAverifica-se que as amostras da espécieNeophyllaphis
podocarpi (amostras 81, 85 e 162)eda espécie Aphis spiraecola (amostra 86) embora
apresentem uma proximidade ao supergrupo B se encontrem num grupo separado (bootstrap
98), incluindo-se assim no supergrupo N. A espécie Aphis hederae (amostra 136) encontra-se
separada das restantes amostras dos Acores estando incluida no supergrupo B. Esta é

também a primeira arvore do gene coxA construida para os afideos.

@ Aphis spiraecola 86Az
@ Neophyllaphis podocarpi 162Az N
% | & Neophyllaphis podocarpi 81Az
@ Neophyllaphis podocarpi 85Az
Cinara cedr

74 Nilaparvata lunges
991 Acraea encedon

Armadillidium vulgare

67

87

Encarsia formosa

— Tetranychus urticae B

@ Aphis hederae 136Az

Chelymorpha alternans

— Culex pipientis
3 pip
93

Pseudozizeeria maha

— Wolbachia pipientis

- Nasonia vitripennis

Cimex lectulanus | F

Brugia malayi | p

Zootermopsis angusticollis | H

—— Glossina morsitans

a9 | Aedes albopictus A
86 Camponotus pennsylvanicus

38

0.02

Figura 16-Arvore filogenética de coxA. Arvore construida com base nos dados obtidos para o gene coxA através do
método de “Maximum Likelihood”, modelo GTR+G(programa Mega 6.0). Na figura é possivel ver espécies que

representam diferentes supergrupos de Wolbachia e, as amostras obtidas neste trabalho, estéo assinaladas a cinzento
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Aanalise com do genehcpA revelou que a espécie Neophyllaphis podocarpi (amostras 81,

172 e 181) encontra-se incluida no supergrupo B. Este é o Unico gene no qual estas amostras

estdo incluidas neste supergrupo.

74 - Tetranychus urticae

Bemisia tabaci 28

N
Tribolium confusum

Teleogryllus taiwanem

Macrosteles fascifron

- Pseudacy staperseae

— & Neophyllaphis podocarpi 181AZ

- 4 Neophyllaphis podocarpi 81AZ B

Surendra vivama
gn || Milaparvata lugens

Wolbachia pipientis

calvotrare strainB

- # Neophyllaphispodocarpi 172 Az

Armadillidium vulgare

Cinara cedn

95

BRL—

Erugia malayi l D

—— Rhagoletis cingulata

Glossing morsitans

Pheidole micula

Cimex lectularius l F

———
0.05

Bemisia tabaciw10 1 O

Figura 17 —Arvore filogenética de hcpA. Arvore construida com base nos dados obtidos para o gene hcpA através do

método de “maximum-likelihood”, modelo GTR+G (programa Mega 6.0). Na figura € possivel ver espécies que

representam diferentes supergrupos de Wolbachia e, as amostras obtidas neste trabalho, estdo assinaladas a cinzento.

52

2° Ciclo Bioquimica Aplicada
Detecdo e caracterizacdo molecular das estivpes de Wolbactiia nos afideos



Este estudo demonstrou que alguns genes sédo mais indicados para a diferenciacdo dos
supergrupos do que outros. O estudo do genehcpAé o Unico a fornecer uma arvore filogenética
que inclui todas as amostras estudadas num sO supergrupo, o B, sugerindo também a
existéncia de pouca variabilidade genética entre as amostras.Por sua vez, os genes 16S rRNA,
ftsZ,coxA e gatB apontam para uma maior variabilidade das amostras e consequente
separacdo das amostras em diferentes supergrupos.Através dos resultados obtidos escolheria
0s genes 16S rRNA, ftsZ, gatB ecoxA para a caracterizacdo das estirpes de Wolbachia. No
entanto € de referir que, dentro destes quatro genes, o gene gatB € o Unico que ndo mostra
uma separacdo muito clara entre todas as amostras deste estudo e 0s supergrupos mais
antigos, estando um dos conjuntos de amostras (162 e 172) muito proximo do supergrupo B.
No entanto, o bootstrap apresentado foi tido em atencdo no momento da inclusdo das amostras
nos supergrupos sendo entdo possivel utilizar este gene na caracterizacdo das estirpes.

Neste momento ndo existe uma definicdo clara de supergrupo mas a realidade é que
estudos realizados com multiplos genes podem efetivamente dar uma ideia da separagéo
existente entre os diversos grupos e como tal pode ser usado para a analise filogenética. Os
resultados obtidos neste trabalho reforcam a hipdtese levantada da existéncia de novos
supergrupos de Wolbachianos quais, até ao momento, estdo presentes somente espécies de
afideos (Augustinos et al., 2011).

Embora fosse importante aumentar o numero de espécies estudadas e 0s genes
analisados para cada uma delas, a realidade é que a divergéncia verificada entre as amostras
estudadas, nomeadamente as amostras 129 e 134 — espécie Aphis spiraecola — e as espécies
infetadas com Wolbachia dos supergrupos mais antigos (A e B), é elevada. Estas, como é
possivel verificar na arvore do gene gatB (figural6), apresentam grande proximidade as
espécies Maculolachnus submacula e Sipha maydis, entre outras,que sdo apresentadas por
Augustinos et al. (2011) como pertencentes ao supergrupo M. Fazendo entdo uma andlise
geral as arvores construidas verifica-se que todas as amostras de Neophyllaphis podocarpi
(amostras 81, 85, 162, 172 e 181) encontram-se sempre incluidas no supergrupo N, com
excepcao das amostras de Barcelona (Barc.) que, na Unica arvore na qual esta presente (16S
rRNA), se encontra incluida no supergrupo M. Ja as amostras da espécie Aphis spiraecola —
80, 129, 134 e 184 — encontram-se sempre no supergrupo M com excecao das amostras 86 e
100 que se estdo incluidas no supergrupo N (&rvores do gene ftsZ e coxA [86] e 16S rRNA
[100]).
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3.5. Modos de transmissao

A Wolbachia é normalmente vista como uma bactéria herdada maternalmente, isto é,
através de transmissdo vertical, mas a transmissdo horizontal, embora ocorra menos
frequentemente, também pode ser encontrada em associagdes parasitoide-hospedeiro (Vavre
et al., 1999). No presente trabalho verifica-se que duas espécies diferentes, Neophyllaphis
podocarpi e Aphis spiraecola, que se encontram na mesma planta sdo portadoras da mesma
estirpe da bactéria,baseado na sequénciados genes ftsZecoxA,indicando a ocorréncia de
transmissao horizontal. Este resultado fortalece a hipotese levantada por Gomez-Valero e seus
colegas em 2004, de que a infegdo de Wolbachia por eles encontrada nos afideos era
resultado de transmissao horizontal, visto néo ter sido encontrada antes em outro afideo. Neste
caso os parasitoides, do género Pauesia, foram indicados como possiveis transmissores desta
bactéria aos afideos(Gémez-Valero et al., 2004).

Pensa-se que nos supergrupos A e B a transmissao horizontal e recombinagcdo € comum
devido a diversidade encontrada recentemente nestes grupos — estdo presentes em pelo
menos trés classes dos artropodes (Chelicerata, Crustacea e Hexopoda) (Verne et al., 2007;
Ros et al., 2009).

Sao vérios os estudos realizados com o intuito de descobrir se existe uma associacao entre
o0 tipo de transmisséo e a manipulagdo reprodutiva. Diversos estudos indicam que insetos nos
quais ocorrem incompatibilidade citoplasmatica apresentam evidéncias de transmissao
horizontal (Vavre et al., 1999; van Borm et al., 2003; Cordaux et al., 2004)assim como isépodes
do género Armadillidium mostraram que em espécies nas quais ocorre feminizagao este tipo de
transmissdo também é comum (Verne et al., 2007). No entanto, este modo de transmisséo
encontra-se ausente, por exemplo, em supergrupos constituidos por nematodes (supergrupo C
e D). A congruéncia da relagdo encontrada entre os nematodes e a Wolbachia que o infeta é
tdo elevada que sugere uma coevolucao de milhdes de anos (Ros et al., 2009).

Estudos anteriores sugerem que a transmissdo horizontal de Wolbachia ocorre entre
espécies que se encontram mais proximas, isto é, que partilham o mesmo nicho ecolégico. A
combinacdo das ligacbes ecolégicas e filogenéticas do hospedeiro pode ter um papel
determinante na transmissdo horizontal da Wolbachia (Kremer, 2009). Recentemente esta
questao foi levantada por investigadores que verificaram a presenca de estirpes de Wolbachia
muito semelhantes entre duas espécies parasitoides e o seu hospedeiro Ostrinia furnicalis(Jing
et al., 2013).A espécie Neophyllaphis podocarpi, que se encontra neste estudo, tem uma
relacdo muito antiga com a sua planta hospedeira Podocarpus macrophyllus, originaria do sul
da China, Japdo e Australia (Hales e Lardner, 1988). E possivel verificar através dos dados
obtidos que todas as amostras recolhidas na planta Podocarpus macrophyllus ficaram, no
estudo com o gene 16S rRNA e ftsZ, incluidas no mesmo supergrupo embora nem todos os
afideos hospedeiros sejam da mesma espécie. A maioria das amostras sdo da espécie

Neophyllaphis podocarpi mas existe uma amostra da espécie Aphis spiraecola. Assim sendo, é
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muito provavel que estes afideos, de espécies diferentes, estejam a partilhar a mesma estirpe
de Wolbachia devido ao facto de habitarem a mesma planta. Esta hipotese ganha mais forga
pelo facto do supergrupo no qual estas amostras se encontram ser um dos novos supergrupos
atribuidos a Wolbachia, o supergrupo N.

A éarvore do gene 16S rRNA revela também outro dado importante. A amostra da espécie
Neophyllaphis podocarpi recolhida na planta Podocarpus macrophyllus em Barcelona encontra-
se infetada com uma estirpe diferente de Wolbachia.Uma das hipéteses que podemos colocar
para explicar estes resultados é que a planta Podocarpus macrophyllus, no local de onde é
oiginéria (Sul da China, Japdo e Australia), continha afideos contaminados com Wolbachia da
estirpe N. Esta planta foi introduzida nos Acores e os seus afideos mantiveram a estirpe de
Wolbachia original, N, disseminando-a dentro da populacdo. Contrariamente, os afideos da
planta introduzida em Barcelona podem, de algum modo, ter perdido a infecao original tendo
adquirido uma nova estirpe. Uma outra hipétese € que os afideos desta planta, no seu pais de
origem, ndo se encontravam infetados por Wolbachia tendo adquirido a estirpe N e M, nos
Acores e Barcelona respetivamente, apds a introducéo da planta nestes locais.

O facto de existirem dois genes a incluirem a espécie Neophyllaphis podocarpi e a espécie
Aphis spiraecola no mesmo supergrupo refor¢a a ideia da ocorréncia de transmisséo horizontal
da Wolbachia excluindo a hipétese da existéncia de recombinacdo. Um dos mecanismos
sugeridos para a transmisséo horizontal, que acontece na Bemisia tabaci, € a infecdo através
da alimentac@o da mesma parte da planta. No entanto, para que tal aconte¢a é necessério que
a bactéria seja suficientemente pequena 