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1 INTRODUCAO

As especies da familia Tephritidae habitam as regides tropical e subtropical do globo e
mostram uma caracteristica comum que € o uso de tecido vegetal como recurso alimentar para
0 desenvolvimento do estagio imaturo. Existem dois grandes grupos, um em que as espécies
se desenvolvem em flores e outro no qual as espécies utilizam frutos para o desenvolvimento
das larvas (WHITE; ELSON-HARRIS, 1992). Muitas das espécies frugivoras utilizam como
hospedeiros frutos que séo cultivados, portanto, de interesse econdmico e as espécies de
moscas-das-frutas que utilizam estes hospedeiros séo consideradas insetos-praga. Os prejuizos
anuais a fruticultura mundial é da ordem de bilhes de ddlares (RENDON; ENKELIN, 2021),
ocorrem tanto pela perda direta dos frutos infestados, quanto pela limitacdo de acesso dos
frutos ao mercado internacional devido as restricdes impostas por paises onde ndo existem
determinadas espécies de moscas-das-frutas (“fruit-fly-free countries”) e pelos custos de
programas de controle populacional dessas espécies-pragas (ROESSLER, 1989; KOYAMA et
al., 2004; VARGAS et al., 2004; EKESI et al., 2009).

As espécies frugivoras de maior importancia econdmica, na Ameérica Latina,
pertencem ao género Anastrepha (regido Neotropical); Bactrocera (Asia e Oceania); Dacus
(Africa); Ceratitis (Africa e introduzido na Australia, Asia, Europa e Américas); e Rhagoletis
(areas temperadas da Europa e Américas) (WHITE; ELSON-HARRIS, 1992; RENDON;
ENKELIN, 2021). No Brasil, as espécies de maior importancia pertencem aos géneros
Anastrepha e Ceratitis (MALAVASI et al., 2000).

O género Anastrepha é endémico do continente americano e as 250 espécies descritas
estdo agrupadas em 22 grupos taxondmicos infragenéricos (NORRBOM et al., 2012). No
Brasil, 115 espécies estdo presentes, sendo somente sete delas consideras de importancia
econbmica: A. fraterculus, A. obliqua, A. grandis, A. zenildae, A. sororcula, A. striata e A.
pseudoparallela (ZUCCHI, 2008).

A espécie nominal Anastrepha fraterculus (Wiedemann), denominada ‘“Mosca-das-
frutas Sul-americana”, é considerada uma das espécies mais importantes economicamente na
América Latina. Polifaga e com ampla distribuicdo geogréfica, seu status de praga varia de
acordo com a regido de ocorréncia e hospedeiro mais comumente utilizado (NASCIMENTO
et al., 1992; ALUJA, 1994). Na realidade, A. fraterculus (sensu lato) engloba um grupo de
espécies cripticas que habitam desde o sul dos Estados Unidos, México e América Central,
ilhas do Caribe, até a Argentina (WHITE; ELSON-HARRIS, 1992). As primeiras evidéncias

sobre variabilidade morfologica em A. fraterculus foram descritas por Stone (1942), em uma



revisdo sobre o género Anastrepha, tendo considerado as variacBes racas geograficas. No
entanto, Baker et al. (1944) sugerem, pela primeira vez, que essa variabilidade morfol6gica
poderia indicar a presenca de espécies cripticas. Desde entdo, numerosos estudos deram
suporte a hipoOtese da presenca de espécies cripticas, tais como: diferencas no cariotipo
(MENDES, 1958; BUSH, 1962; SOLFERINI; MORGANTE, 1987; SELIVON;
PERONDINI, 1998); divergéncias nas isoenzimas (MORGANTE et al., 1980; STECK, 1991,
SELIVON, 1996); diferencas nas sequencias de DNA mitocondrial (STECK; SHEPPARD,
1993; SANTOS, 1994; SMITH-CALDAS et al., 2001), 16S (MCPHERON et al., 1999) e do
gene nuclear period (BARR et al., 2005).

No entanto, nesses estudos foram empregadas amostras distintas e foram analisados
parametros bioldgicos diferentes o que impediu o reconhecimento dos taxons envolvidos. Este
problema foi resolvido, pela primeira vez em moscas-das-frutas, pela analise integrada de
varias caracteristicas morfoldgicas, genéticas e testes de isolamento reprodutivo aplicadas as
mesmas amostras populacionais (SELIVON, 1996; SELIVON et al., 2004, 2005), conceito
atualmente conhecido como “taxonomia integrativa”. Desse modo, foram reconhecidas trés
entidades bioldgicas dentro do complexo de espécies cripticas de A. fraterculus (complexo
AF) no Brasil: Anastrepha sp.1 aff. fraterculus, A. sp.2. aff. fraterculus e A. sp.3 aff.
fraterculus (abreviado como A. sp.1, A. sp.2 e A. sp.3) (SELIVON et al., 2004, 2005;
SELIVON; PERONDINI, 2007).

Analises morfométricas foram estendidas empregando amostras de A. fraterculus,
coletadas ao longo da Regido Neotropical (Brasil, Argentina, Peru, Equador, Colémbia,
Venezuela, Guatemala e México) e forneceram evidéncias de que diferentes morfotipos
ocorrem nessas areas geograficas (HERNANDEZ-ORTIZ et al., 2004, 2012, 2015). Esses
dados mostraram a existéncia de oito morfotipos no complexo AF: “Mexicano” (ocorrendo no
México, Guatemala e Panamd), “Venezuelano” (terras baixas da Venezuela), “Andino”
(montanhas da Venezuela e Colombia), “Peruano” (planicies costeiras do Peru e Equador),
“Equatoriano” (altas altitudes do Peru e Equador) ¢ os trés morfotipos brasileiros: “Brasileiro-
1” (incluindo amostras da Argentina), “Brasileiro-2” e “Brasileiro-3” (correspondendo a A.
sp.1, A. sp.2 e A. sp.3 caracterizados anteriormente).

Ap0s a caracterizagdo dos morfotipos, os testes de compatibilidade de acasalamento
revelaram a existéncia de barreiras reprodutivas entre varios morfotipos corroborando, assim,
a hipétese de que os morfotipos deviam corresponder a espécies bioldgicas distintas
(SELIVON et al., 1999, 2004, 2005; VERA et al., 2006; CACERES et al., 2009; SEGURA et
al., 2011; RULL et al., 2012, 2013; DEVESCOVI et al., 2014; ABRAHAM et al., 2014;



MANNI et al., 2015; RORIZ et al., 2017). Revisdes sobre esses estudos encontram-se em
HENDRICHS et al. (2015) e VANICKOVA et al. (2015a).

Caracteristicamente, muitas espécies de Anastrepha, incluindo as espécies do
complexo AF, apresentam um comportamento de copula bastante elaborado (DIAZ-
FLEISCHER; ALUJA, 1999), incluindo o complexo fraterculus (VANICKOVA et al.,
2015a). O comportamento reprodutivo envolve uma serie complexa de sinaliza¢des visuais e
quimicas, incluindo a emissdo de feromonios sexuais e 0 reconhecimento espécie-especifico
dos hidrocarbonetos cuticulares.

Um outro mecanismo, que pode estar envolvido no isolamento reprodutivo entre as
espécies do complexo, é a presenca de bactérias endossimbi6ticas, tais como a Wolbachia
pipientis, como sugerido previamente por Selivon et al. (2005). Linhagens da bactéria
Wolbachia foram detectadas em espécies de tefritideos frugivoros, como Anastrepha suspensa
(WERREN et al., 1995), em varias espécies de Bactrocera (KITTAYAPONG et al., 2000;
JEYAPRAKASHI; HOY, 2000; JAMNONGLUCK et al., 2003; KARIMI; DARSOUVEI,
2014; MORROW et al., 2014, 2015) e em Rhagoletis cerasi (RIEGLER; STAUFFER, 2002;
ARTHOFER et al., 2009; AUGUSTINOS et al., 2011).

No Brasil, Selivon (1996) observaram que embrides de A. sp.2 aff. fraterculus exibiam
uma grande populacdo de bactérias espalhadas pelo vitelo e nas células germinativas
primordiais. Posteriormente, Selivon et al. (2002) demonstraram por PCR e sequenciamento
do gene ftsZ do ciclo celular bacteriano, que essas bactérias endossimbiontes em A. sp.2 aff.
fraterculus pertenciam ao género Wolbachia. A bactéria foi posteriormente descrita em 16
espécies de Anastrepha (COSCRATO et al., 2009; MARCON et al., 2011; MARTINEZ et
al., 2012; MASCARENHAS et al., 2016) e em amostras do complexo AF ao longo da Regido
Neotropical (PREZOTTO et al., 2017). As analises ao longo da regido Neotropical mostraram
a presenca de diversas linhagens de Wolbachia, sendo algumas comuns aos diferentes
morfotipos, por exemplo do Brasil e México, bem como linhagens regionais distintas em
diferentes morfotipos. Mostrou, ainda que a taxa de infec¢éo nas espéecies encontra-se entre as
mais altas (~80%) ja descritas para espécies de insetos.

A Wolbachia é uma a-proteobactéria intracelular obrigatdria da familia Rickettsiacea
(WERREN, 1997) e foram observadas pela primeira vez, em tecidos reprodutivos do
mosquito Culex pipiens (HERTING; WOLBACH, 1924) e, posteriormente identificadas
como Wolbachia pipientis (HERTING, 1936). Estudos prévios estimaram que 40 a 70% das
espécies de insetos estariam infectadas pela Wolbachia (JEYAPRAKASH; HOY, 2000;
HILGENBOEKER et al., 2008; BALDO et al., 2010), mas estimativas recentes sugerem que



50% das espécies de insetos e nematddeos estejam infectados pela Wolbachia (WEINERT et
al., 2015; LEFOULON et al., 2016; SCHOLZ et al., 2020).

O genoma da bactéria Wolbachia é pequeno (1,08 a 1,7 Mb) o que esta de acordo com
o tamanho do genoma de outras bactérias pertencentes ao grupo das Rickettsias (0,8 a 2,1 Mb)
e possivelmente a tendéncia de reducdo esteja associada as adaptacdes ao habito de vida
intracelular obrigatorio. O genoma da Wolbachia contém um conjunto central de genes que é
comum a todas as linhagens e outro conjunto de genes acessorios variaveis gque esta presente
em linhagens distintas, com diferentes efeitos fenotipicos nos hospedeiros. Por exemplo, o
conjunto Ankyrin (ANK) contém repeticdes de proteinas relacionadas com interacGes
proteina-proteina nas células eucariéticas (DURON et al., 2007) e o grupo pro-fago WO é
relacionado com a transferéncia entre bactérias coinfectantes e com a recombinacédo
intragénica (KENT; BORDESNTEIN, 2010), além de conter genes acessorios relacionados a
incompatibilidade citoplasmatica e morte de machos (PERLMUTTE et al., 2019).

Baseando-se no sistema de tipificacdo por locos multiplos (MSLT) (BALDO et al.,
2006) as linhagens de Wolbachia foram agrupadas em 17 possiveis supergrupos filogenéticos,
nomeados como A-F, H-Q e S. E relevante notar que a maioria das sequéncias gendmicas da
Wolbachia séo de linhagens dos supergrupos A e B enquanto os demais supergrupos séo
representados apenas por linhagens Unicas. O supergrupo C e D ocorre em nematddeos da
filariose, 0 E em colémbolas e 0 F em térmitas, curculionideos, heterépteros e escorpides
(GLOWSKA et al., 2015; WANG et al., 2016; LEFOULON et al., 2020). Os supergrupos A e
B ocorrem principalmente nos artropodos e sdo, em sua maioria, parasitas reprodutivos que
manipulam a reproducdo dos seus hospedeiros aumentando a chance de sua propria
reproducdo através da transmissdo vertical, via materna (WERREN et al., 2008). Em alguns
casos, 0 parasitismo evoluiu para relaces mutualisticas, com a bactéria afetando
positivamente varios mecanismos adaptativos de seus hospedeiros (SNOOK et al., 2000;
MILLER et al., 2010; SARIDAKI; BOURTZIS, 2010).

A Wolbachia infecta células de tecidos somaticos assim como do sistema reprodutivo,
nos artropodos e, também, nos nematodos (DOBSON et al., 1999; ALBERTSON et al.,
2013). Essas bactérias sdo transmitidas maternalmente de uma fémea infectada para a prole
(transmissdo ovariana, ou vertical), mas os machos infectados ndo transmitem as bactérias,
pois durante a espermiogénese as bacterias sdo eliminadas na maturacdo dos espermatozoides
(CLARK et al., 2002; RIPARBELLI et al., 2007). Esses mecanismos foram observados em
Anastrepha sp.1 aff. fraterculus em analises pela microscopia eletrénica de transmissdo de

células germinativas embrionarias de fémeas e durante o desenvolvimento dos ovarios até o



estagio adulto (SELIVON, 1996) e pela analise citolégica da espermiogénese de machos
infectados (PREZOTTO, 2012).

Embora a transmissdo materna seja predominante estima-se que a transmissao
horizontal entre hospedeiros deve ser frequente (WERREN et al., 2008). Ja foi demonstrado
que a transmissdo horizontal ocorre naturalmente e em experimentos de laboratorio, via
canibalismo, predacdo de individuos infectados, parasitismo, introgressdo em hibridos e
compartilhamento de nichos ecologicos (HEATH et al., 1999; RAYCHOUDHURY et al.,
2009; LE CLECH’H et al., 2013; LI et al.,, 2017). Evidéncias de transmissdo horizontal
também foram observadas entre espécies de Anastrepha (Tephritidae) e micro himendpteros
parasitoides (Braconidae) associados no Brasil (MASCARENHAS et al., 2016).

Em artropodos, a Wolbachia assume um papel de parasita reprodutivo induzindo
modificagdes reprodutivas nos seus hospedeiros de varias formas, tais como
incompatibilidade citoplasmética (IC), morte de machos, feminizacdo de machos,
partenogénese e em mudangas comportamentais na oviposi¢do e no acasalamento (WERREN,
1997, O’NEIL et al., 1997; STOUTHAMER et al., 1999; WEEKS et al., 2002; HARRIS;
BRAIG, 2003; TRAM et al., 2003; WERREN et al., 2008).

Nas décadas de 1950 a 1960, foi descrito que em mosquitos do género Culex, alguns
cruzamentos interespecificos eram incompativeis e que essa incompatibilidade era causada
pela presenca de bactérias endossimbiontes (GHELELOVITCH, 1952). Posteriormente,
Laven (1951, 1959, 1967) cunha o termo incompatibilidade citoplasmatica para a
incompatibilidade uni e bidirecional nos cruzamentos de Culex; e Yen e Barr (1971)
eliminando as bactérias por tratamento dos hospedeiros com antibiéticos, demonstraram que
0s cruzamentos ndo eram mais eram inférteis relacionando, assim, a Wolbachia com a IC.
Estudos posteriores demonstraram que a Wolbachia é responsavel pela incompatibilidade
reprodutiva em varias espécies, nas quais estes endossimbiontes foram eliminados por
tratamentos térmicos (WERREN, 1997, BOURTIZ; O’NEILL, 1998) ou pela acdo de
antibidticos (BREEUWER; WERREN, 1993; HARIRI et al., 1998; JIGGINS et al., 2001). A
indugdo de IC também foi demonstrada em espécies livres da infecgdo, pela transferéncia
experimental da Wolbachia (BOYLE et al., 1993; BRAIG et al., 1994; ZABALOU et al.,
2004).

Incompatibilidade citoplasméatica (IC) é o fendtipo mais comum induzido por
Wolbachia e ocorre quando machos infectados cruzam com fémeas nédo infectadas, a
denominada IC unidirecional. Pode ocorrer, também, quando machos e fémeas sdo infectados

por linhagens distintas e incompativeis da Wolbachia e nesses casos todos os cruzamentos sao



invidveis (IC bidirecional) (BOURTZIS et al., 2003; WERREN et al., 2008). Em D.
melanogaster demonstrou-se que a IC ocorre por falha na sincronizacdo entre os pro-nucleos
masculino e feminino, no inicio da primeira mitose do embrido, resultando em alteracfes na
segregacdo dos cromossomos e causando um impedimento no desenvolvimento inicial do
embrido (LASSY; KARR, 1996). A infeccdo pela Wolbachia ndo assegura que a IC seja
induzida, pois esta demonstrado que a habilidade da Wolbachia em induzir a IC depende de
ambos, o hospedeiro e da linhagem da bactéria (POINSOT et al., 1998; BOURTZIS et al.,
2003; CLARK et al., 2003).

Nas moscas-das-frutas a IC foi descrita e estudada em Rhagoletis cerasi (RIEGLER,;
STAUFER, 2002; ARTHOFER et al., 2009; AUGUSTINOS et al., 2011), enquanto em
Bactrocera oleae (APOSTOLAKAI et al., 2011) e Ceratitis capitata (ZABALOU et al.,
2004) a IC foi induzida por transfeccdo da Wolbachia vinda de R. cerasi. Evidéncias
preliminares da existéncia de IC foram obtidas em A. sp.l aff. fraterculus e Anastrepha
obliqua (RIBEIRO, 2009) em exemplares coletados no Brasil. Recentemente, duas linhagens
de Wolbachia, wAfraCastl e wAfraCast2, foram detectadas em A. sp.l aff. fraterculus na
Argentina. Os resultados de cruzamentos sugeriram que a linhagem wAfraCastl poderia estar
induzindo a morte de machos (CONTE et al., 2019). Em outro estudo, IC intraespecifica
(unidirecional) foi demonstrada em A. sp.l aff. fraterculus infestada com a linhagem
wAfraCast2-A e em exemplares do morfotipo Peruano, portando uma linhagem distinta (alelo
23 do gene wsp). Demonstrou-se também a inexisténcia de IC bidirecional entre as linhagens
da Argentina e Peruana (DEVESCOVI et al., 2019).

As modificacOes causadas pela Wolbachia afetam também a producédo de feromonios e
de hidrocarbonetos que sdo depositados na superficie cuticular do corpo. Estudando as
possiveis alteracdes causadas pela bactéria em Drosophila; Pontier e Schweisguth (2015)
verificaram que a producdo de horménios e hidrocarbonetos cuticulares relacionados a
comunicagdo entre machos e fémeas é alterada pela Wolbachia, indicando a existéncia de
outra forma de incompatibilidade reprodutiva.

As alteracBes reprodutivas causadas pela Wolbachia, principalmente a IC, é
considerada um mecanismo possivel a ser utilizado no controle bioldgico de insetos praga ou
vetores de doencas, a chamada Técnica do Inseto Incompativel (TIl) (ZABALOU et al., 2004,
2009; BRELSFOARD; DOBSON, 2009; APOSTOLAKI et al., 2011; ATYAME et al., 2011,
WALKER et al., 2011; GURUPRASAD et al., 2011). Entretanto, como muitas espécies de
moscas-das-frutas do género Anastrepha, assim como a A. sp.1 aff. fraterculus, exibem um
complexo ritual de corte e copula (SELIVON et al., 2005; DIAS et al., 2016; VANICKOVA



et al., 2015a; RORIZ et al., 2017), é necessério investigar se a infeccdo por Wolbachia induz
alteracOes significativas no comportamento reprodutivo dessa espécie, compativeis com o

emprego da metodologia TIl no controle populacional desse inseto praga.



2 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho propde investigar os efeitos reprodutivos em uma amostra
populacional de Anastrepha sp.1 aff. fraterculus relacionados a infeccdo pela bactéria

Wolbachia pipientis.

2.1 Objetivos especificos

e Identificar a linhagem de Wolbachia presente na col6nia de A. sp.l aff.
fraterculus (W+);

e  Testar os métodos de tratamento por calor e por antibiotico no estabelecimento de
amostras da colnia de A. sp.1 aff. fraterculus isentas de Wolbachia (W-);

e Determinar a concentracdo minima de antibidtico necessaria para eliminar a
populagéo de Wolbachia em amostras da colonia de A. sp.1 aff. fraterculus;

e  Estimar se a presenca de Wolbachia afeta parametros de desempenho reprodutivo
do hospedeiro A. sp.1 aff. fraterculus;

e Verificar se a linhagem de Wolbachia identificada na colénia de A. sp.1 aff.
fraterculus é promotora de IC;

e Verificar se a linhagem de Wolbachia identificada na colénia de A. sp.1 aff.
fraterculus interfere na escolha de parceiros sexuais entre individuos infectados (W+) e
curados (W-);

e Verificar se a linhagem de Wolbachia identificada altera a composicdo dos

hidrocarbonetos cuticulares do hospedeiro A. sp.1 aff. fraterculus.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostra das moscas-das-frutas

O presente estudo foi realizado com uma col6nia de A. sp.1 affinis fraterculus mantida
no laboratorio hé cerca de 30 geragdes, infectada naturalmente por Wolbachia. A colénia foi
estabelecida a partir de uma amostra populacional de Anastrepha sp.1l aff. fraterculus
(Diptera, Tephritidae), origindria de exemplares coletados em goiaba (Psidium guajaba),

provenientes do Vale do Rio Paraiba do Sul (SP).

3.2 Manutencéo da coldnia de A. sp.1 aff. fraterculus

A col6nia foi mantida em gaiolas de manutencéo dos insetos de 30x30x40 cm, em sala
com controle de temperatura a 25 °C, umidade relativa de 70+5%, foto periodo natural e dieta
preparada com os seguintes ingredientes: 10 mL de mel, 30 mL de hidrolisado de proteina de
milho, 0,5 g de Levemil®, 6 g de levedo de cerveja, 0,5 g de Sustagem®, 25 g de agucar
mascavo e 45 g de agUcar branco. A agua foi fornecida através de uma tira de esponja de
celulose (Chamex®) que permaneceu constantemente embebida por ficar inserida em um
recipiente com agua. Para a oviposicdo e desenvolvimento larval foram fornecidos
semanalmente mamdes (Carica papaya) os quais foram transferidos, apds uma semana de
exposicdo aos insetos adultos, para recipientes com vermiculita onde permaneceram até a
obtencgéo de pupas. Estas foram transferidas para as caixas de populacdo onde emergiram os
adultos (SELIVON, 1996).

3.3 Detecgdo da Wolbachia pela amplificagdo do fragmento do gene wsp

3.3.1 Extracgé@o de DNA

O DNA total foi extraido segundo protocolo adaptado de Jowett (1986). Os individuos
adultos foram colocados individualmente em microtubos de polipropileno de 1,5 mL
contendo 100 pL de TNES [250 mM Tris (pH 7,5); 2 M NaCl; 100 mM EDTA,; 2,5% SDS] e
macerados. Apos esta etapa, em cada microtubo foi acrescentado 100 pL de TNES e 2,0 puL
de Proteinase K (20 mg/mL), incubando-os por 30 minutos, a 65 °C. Foram resfriados e entdo
foi adicionado 1 pL RNAse (10 mg/mL) (Ribonuclease A, SIGMA) e incubados por 10
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minutos a 37 °C. Foi adicionado 100 uL NaCl 5M e as amostras foram agitadas no vortex por
10 segundos. Foram centrifugados por 7 minutos a 15000 G, a 4 °C. De cada amostra
centrifugada foram coletados 200 uL do sobrenadante e transferido para um novo microtubo
de 1,5 mL, onde ocorreu a precipitacio do DNA com 200 pL de isopropanol absoluto,
seguido de 7 minutos de centrifugacdo a 15000 G, a 4 °C. Foi retirado todo o sobrenadante e
adicionado 200 pL de etanol 70%, seguido de 7 minutos de centrifugagdo a 15000 G, a 4 °C.
Por fim, o precipitado foi seco em estufa a 37 °C por 15 minutos e ressuspendido com 30 pL
de TE [10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA], sendo armazenado a -20 °C.

Para examinar se ocorreu a degradagdo do DNA, amostras foram analisadas por
eletroforese com gel de agarose a 1% em tampédo TAE 1x (TAE 50x: 242 g de Tris, 100 mL
de Acido Acético 0,5 mM, 100 mL de EDTA 0,5 M pH 8 e 4gua destilada suficiente para
completar 1 L) em cubas horizontais com solucdo tampédo de corrida TAE sob corrente
elétrica alternada, com tensdo de 0,6 A e 5 V/cm de gel. O gel foi corado com GelRed ™
(UNISCIENCE), visualizado em um transiluminador UV com filtro vermelho.

3.3.2 Deteccdo e identificacdo da Wolbachia pela técnica de PCR e sequenciamento

Para atestar a presenca de Wolbachia, foram feitas reacbes de PCR utilizando-se 0s

iniciadores especificos para o gene wsp da Wolbachia (ZHOU et al., 1998):

- wsp 81F (5 TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAACS');
- wsp 691R (5 AAAAATTAAACGCTACTCCAZ).

Nos casos negativos, com o intuito de testar a qualidade do DNA, as mesmas amostras
foram testadas para amplificacdo de uma porcdo do gene ribossémico eucariotico 28S,

utilizando-se os iniciadores:

- 28SF3633 (5" TACCGTGAGGGAAAGTTGAAAZ);
- 28SR4076 (5" AGACTCCTTGGTCCGTGTTTTS3").

Caso essa amplificagdo também fosse negativa, eram testadas outras concentragdes de
DNA para amplificacdo, conforme descrito por Werren et al. (1995). Caso fosse necessario,
novas extracbes de DNA seriam feitas para que fosse excluida a possibilidade de que a

auséncia de fragmentos amplificados fosse devido a degradacdo do DNA. As reacoes de PCR
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tiveram volume final de 20 puL com as seguintes proporgdes: 13,3 pL de H2O, 2 uL de
Tampéo de Reacdo 10x (BIOTOOLS), 1,2 pL de MgCly, 1,2 pL de dNTPs (10 mM), 0,4 puL
de cada iniciador (10 uM) e 0,5 unidades de Polimerase de DNA (Taq) (BIOTOOLS) e 1 uL
de amostra de DNA. Para as amplificaces o seguinte protocolo foi empregado: 94 °C por 2
min., seguido por 35 ciclos de 94 °C por 1 min., 55 °C por 1 min.; finalizando com 72 °C por
10 min. Para a amplificagdo do gene 28S rDNA eucariético a configurac¢do: 94 °C por 2 min.,
38 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 58 °C por 50 seg. e 72 °C por 1,5 min.; finalizando com
72 °C por 10 min. (WERREN; WINDSOR, 2000).

Para determinar a presenca e o tamanho do fragmento amplificado, uma aliquota de
cada amostra foi analisada em Eletroforese Unidimensional, com gel de agarose a 1% em
tampdo TAE 1x (TAE 50x: 242 g de Tris, 100 mL de Acido Acético 0,5 mM, 100 mL de
EDTA 0,5 M pH 8 e agua destilada suficiente para completar 1 L). A eletroforese foi
realizada em cubas horizontais com solucdo tampéao de corrida TAE sob corrente elétrica
alternada, com tensdo de 0,6 A e 5 V/cm de gel. O gel foi corado com GelRed™
(UNISCIENCE), visualizado em um transiluminador UV com filtro vermelho. As imagens
dos géis foram digitalizadas em uma camera digital (VIBER LOUMART) e transferidas para
o computador, onde foram feitas as analises.

O sequenciamento foi feito utilizando o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (THERMO FISHER SCIENTIFIC) e as reacGes com as seguintes proporcdes: 5 pL de
Buffer, 1 uL BigDye, 1 pL de iniciador 20 uM (81F ou 691R) e 2 pL de amostra de DNA
(amplificado do PCR). Os fragmentos de wsp amplificados foram purificados seguindo o
protocolo Perfect Gel Cleanup® (EPPENDORF, Hamburg, Alemanha) e sequenciados em
sequenciador ABI 3730 DNA ANALISER (APPLIED BIOSYSTEMS).

As sequéncias obtidas foram analisadas empregando o Bioedit® e as sequéncias
consenso comparadas com as sequéncias de Wolbachia depositadas no banco de dados do

NCBI (National Center for Biotechnology Information).

3.3.3 Caracterizacdo da linhagem da Wolbachia

A caracterizacdo da linhagem da Wolbachia foi feita através do sequenciamento dos
cinco genes pertencentes ao MLST (do inglés, Multilocus Sequence Typing): gatB, COXA,
hcpA, fbpA e ftsZ (BALDO et al., 2006; PARASKEVOPOULOS et al., 2006) utilizando os

seguintes iniciadores:
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e gatB:
-F1 (5’-GAK TTA AAY CGY GCA GGB GTT-37);
-R1(5’-TGG YAA YTC RGG YAA AGA TGA-3).

e COXA:
-F1(5’-TTG GRG CRATYAACT TTA TAG-3’);
-R1(5-CT AAAGACTTT KAC RCC AGT-3’).

e hCpA:
-F1 (5’-GAA ATARCA GTT GCT GCA AA-3°);
-R1 (5’- GAA AGT YRA GCA AGY TCT G-3°).

o ftsZ:
-F1 (5’-ATY ATG GAR CAT ATA AAR GAT AG-3’);
-R1 (5’-TCR AGY AAT GGA TTR GAT AT-3").

o fhpA:
-F1(5’-GCT GCT CCR CTT GGY WTG AT-3’);
-R1(5’-CCR CCA GAR AAA AYY ACT ATT C-37).

O ciclo de amplificacdo utilizado foi: 2 minutos a 94 °C, 37 ciclos de 30 seg. a 94 °C,
45 seg. a 54 °C para hcpA, gatB, ftsZ e coxA, e 59 °C para fbpA, 1 min. e 30 seg. a 72 °C,
finalizando com 10 minutos a 72 °C.

As sequéncias obtidas foram analisadas pelo Bioedit® e as sequéncias consenso
comparadas com as sequéncias depositadas no banco de dados do PubMLST (Public
databases for molecular typing and microbial genome diversity) a fim de se obter a

identificacdo da cepa da Wolbachia.

3.4 Estabelecimento de col6nias isentas (curadas) de Wolbachia

Dois métodos para eliminar as bactérias em A. sp.1 da coldnia original foram testados
(HOFFMANN et al., 1986):
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1) Tratamento térmico de pupas coletadas logo apos a ecdise pupal e mantidas até a
emergéncia dos adultos sob temperatura de 30 °C. Para tanto, amostras de 50 pupas,
provenientes da col6nia controle, cujas moscas estavam infectadas pela Wolbachia, foram
colocadas em uma caixa de plastico contendo vermiculita e transferidas para estufa cuja
temperatura fora previamente fixada em 30 °C, tendo sido tomado cuidado para evitar a
desidratagéo;

2) Tratamento por administracdo de solucdo aquosa de tetraciclina em quatro
concentragdes: 0,1%, 0,5%, 1,0% e 2,0% (m/v) aplicada as moscas adultas. Para cada
tratamento foram separados 10 casais, recém emergidos, e a solucao foi fornecida através de
uma tira de esponja de celulose (Chamex®) que permaneceu constantemente embebida na
solucdo de tetraciclina em um frasco. Esses frascos eram envolvidos com fita adesiva opaca
para evitar a degradacdo do antibidtico pela luz (Figura 1). A solu¢do com o antibi6tico foi

trocada a cada dois dias, pelo periodo de uma semana.

Figura 1: Frascos que continham a solucdo aquosa de tetraciclina administrada as moscas através de uma tira de
esponja Chamex® (seta).

Fonte: Elaborado pelo autor

A eliminacdo da Wolbachia nos individuos tratados foi avaliada pela amplificacdo ou
ndo do fragmento do gene wsp da bactéria (descrito no item 3.3). Com os individuos isentos
de infeccdo (curados) foram estabelecidas linhagens de A. sp.1 aff. fraterculus (W-) que foram

empregadas nos experimentos propostos no projeto.
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3.5 Estimativas de parametros de desempenho reprodutivo e teste de incompatibilidade

citoplasmética (I1C)

A fim de se evitar interferéncia dos tratamentos térmico e por antibidtico nos
resultados, como ja foi demonstrado em Drosophila (SNOOK et al., 2000) foram utilizadas
moscas somente a partir da quarta geracdo das colbnias de moscas curadas (W-), para
realizacdo dos cruzamentos. Para estes testes foram efetuados quatro tipos de cruzamentos
envolvendo espécimes infectados e curados: i) cruzamento entre machos e fémeas infectados;
i) entre machos infectados e fémeas n&o-infectadas; iii) entre machos n&o-infectados e
fémeas infectadas; iv) entre machos e fémeas ndo-infectados. Para cada tipo de cruzamento,
dez casais de moscas virgens e sexualmente maduras (15 a 20 dias ap6s a emergéncia) foram
colocados em caixas de populacdo (15x15x20 cm), as quais foram mantidas sob as condicdes
descritas no item 3.2. Foram feitas cinco réplicas de cada tipo de cruzamento.

Foram estimados, em cada cruzamento, pardmetros de desempenho reprodutivo das
fémeas de acordo com os metodos descritos em Selivon et al. (2005). Para essas analises
foram feitas seis amostragens sendo 0s ovos coletados entre dois a trés dias por,
aproximadamente, duas semanas. O numero de ovos coletados foi registrado, transferidos
para placas de Petri com uma camada de &gar 1%, onde foram mantidos até a eclosdo das
larvas. O numero de larvas eclodidas, a partir de um numero conhecido de ovos, foi
considerada a taxa de ecloséao (ou fertilidade das fémeas).

Os cruzamentos reciprocos entre individuos infectados e curados permitiram também,
estimativas da incompatibilidade citoplasmaética (IC). O grau de IC foi calculado de acordo
com Poinsot et al. (1998) pela formula:

%ICcorr = [(ICobs — MCC)/(100 — MCC)] x 100

Onde ICobs € a porcentagem de ovos ndo eclodidos observados nos cruzamentos ndo-
compativeis, @ (W-) X & (W+); MCC ¢ a mortalidade nos cruzamentos compativeis, @ (W+)

x & (W-).

3.6 Escolha de parceiros

Para estes testes, machos e fémeas obtidos das colbnias infectadas (W+) e néo-
infectadas (W-) foram isolados até a maturidade sexual (15 a 20 dias) e posteriormente
confrontadas com machos virgens infectados e ndo-infectados. Foram feitos dois tipos de

experimentos: i) 5 fémeas infectadas juntamente com 5 machos infectados e 5 machos nao
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infectados*; ii) 5 fémeas ndo infectadas juntamente com 5 machos nédo infectados e 5 machos
infectados*. Os machos (*) foram marcados no mesonoto com tinta atoxica branca. Para
inicio dos experimentos, a tarde do dia anterior, os adultos foram colocados em caixas
retangulares de vidro (10x10x20 cm), contendo agua e alimento. Foram feitas cinco réplicas
de cada experimento. As condi¢cbes ambientais dos testes estdo descritas no item 3.2 deste
projeto. As observacgdes foram feitas das 06:00 horas até as 12:00 horas, que € o periodo de
atividade reprodutiva de A. sp.1 aff. fraterculus (RORIZ et al., 2017), tendo sido registrados,
tanto as tentativas quanto o numero de cépulas efetivas entre os individuos. Para as analises

estatisticas foi utilizado o programa Statistica (STATSOFT Inc).

3.7 Analises dos hidrocarbonetos cuticulares

A fim de obter o lavado do tegumento das moscas, trés individuos da colénia W- e trés
da colénia W+ foram mergulhados em um tubo pré-preparado, contendo 300 pL Hexano 95%
de pureza (TEDIA) por 3 minutos & temperatura ambiente. Posteriormente, o0s insetos foram
removidos e em seguida foi realizada injecdo da solucdo no CG-EM (Cromatografo a Gas
acoplado com Espectrometro de Massas) (adaptado de ESTEVES, 2014). Foram feitas trés
réplicas para cada amostra, (W-) e (W+).

As analises em cromatografia a gas (CG) foram feitas em um equipamento Agilent CG
6850 acoplado a um espectrdmetro de massas (EM) Agilent 5975C (VL MSD) contendo
coluna HP-5MS de comprimento 30 m x 0,25 mm e espessura do filme de 0,25 um. O método
utilizado empregou temperatura inicial do forno de 100 °C, mantida por 5 minutos, e taxa de
aquecimento de 5 °C.min-1 até atingir a temperatura de 320 °C a qual foi mantida ao final do
aquecimento por mais 8 min, totalizando 57 min de analise. As temperaturas do injetor, do
quadrupolo e da fonte de ions foram, respectivamente, 300 °C, 180 °C e 280 °C. O volume de
injecdo da amostra foi de 1 puL empregando Hélio como gas de arraste a 1 mL.min. A
ionizacdo no EM ocorreu por impacto de elétrons a 70 eV, e a detec¢do ocorreu em modo de
aquisicdo full-scan na faixa de 50-600 m/z a 2,66 scan.s™*. Os n-alcanos foram caracterizados
com base nos tempos de retengdo dos componentes de uma série homdloga (C19-C40)
comercializada pela Sigma-Aldrich.

Os cromatogramas das trés replicas de cada amostra foram comparados a fim de se
determinar a média do tempo de retencdo de cada composto, sendo selecionados somente
aqueles que estivessem presentes em todas as réplicas. As duas amostras tiveram seus padrdes

(“finger print”) comparados para possivel identificagdo de hidrocarbonetos caracteristicos de
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cada amostra e a diferenca de concentragdo de cada um deles. Essas andlises foram
conduzidas no Laboratério de Fitoquimica do Instituto de Biociéncias, USP, chefiado pelo

Prof. Dr. Marcelo José Pena Ferreira.
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4 RESULTADOS
4.1 Deteccao de infeccdo e identificacdo da presenca de Wolbachia
4.1.1 Extracéo de DNA

A deteccdo da presenca de Wolbachia em individuos da colonia de A. sp.1 foi feita pela
amplificacdo do gene wsp. Para tanto, extraiu-se 0 DNA de 20 espécimes da colénia. Como
mostra a Figura 2, foi observado que a qualidade do DNA estava preservada, apenas com
pequena degradacdo nas amostras 14 e 20, porém ainda integro o suficiente para realizar a

proxima etapa.

Figura 2: Eletroforese de amostras de DNA de A. sp.1 analisadas (1 a 20). M) Marcador molecular com 1 kpb.
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Fonte: Elaborado pelo autor
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4.1.2 Amplificacédo do fragmento de gene wsp

A fim de se confirmar a infec¢do por Wolbachia, foram feitas amplificacfes do fragmento
do gene wsp através da técnica de PCR (Fig. 3). A analise mostrou que todos os 23 espécimes

estavam infectados pela bactéria.

Figura 3: Eletroforese de fragmentos de aproximadamente 600 pb, que corresponde ao tamanho esperado para o
gene wsp; M) Marcador molecular com 1 kpb; C+) Controle positivo; C-) Controle negativo.

C+ C- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

600 pb

600 pb

Fonte: Elaborado pelo autor

4.1.3 Caracterizacdo da linhagem da Wolbachia

A caracterizacdo da linhagem da Wolbachia foi feita pela amplificacdo e sequenciamento
dos cinco genes que compdem o MLST (gatB, coxA, hcpA, fbpA e ftsZ) (BALDO et al., 2006).
As sequéncias consenso obtidas foram:

* gatB:

CGTGCAGGTGTTGCTTTAATGGAAATTGTTTCAGAACCAGATCTCCGTTCATCTGCGGAAGCTG
CAGAATGCATGAAAAATTGAGGCAGATTTGCGTTACATTGGTTCGTGTGATGGTGATATGGAAAAGGG
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ATCACTTCGTTGTGATGCAAATGTTTCTGTCCGCCTAAAAGGCAGTAGTACATTTGGCACTCGTTGTGA
AATAAAAAATCTGAACTCGATACGTTATATTGTGCAAGCTATAGACTATGAAATTACAAAGACACAAA
ATTGAAATTTTAGAAAAGTGGAGTAAGAAATAAGTCAAGAGTATACCTTATTGTTTGACGTTGCTTCGG
GAAAAACAAAAGTGACTGAGAAGCAAATGAGGATGCAAGCGATTATAGATACTTCCCTGAGCCTGATT
TATTACCTGTTGAGGTAAGCCAGGATAAAATTGATTTAATTCAATCATCTTT,

* COXA:!

ATGTCATTAACTAAGATGCCACTGTTTGTTTGGTCTGTCTTGCTAACAGCATTTMYGTTGATTG
TTGCCTTACCAGTGCTTGCCGGTGCTATAACTATGCTTCTTACTGATCGCAATATTGGTACTTCCTTTTTT
GATCCTGCCGGTGGCGGCGATCCTGTGTTATTTCAACATCTATTTTGGTTTTTTGGTCATCCAGAAGTTT
ACGTAATTATTTTTCCTGCATTTGGCATCATAAGTCAGGTTGTATCAACTTTTTCTCACAGACCTGTATT
TGGTTACATAGGGATGGTTTATGCAATGATAGGTATAGCAGTATTTGGCTTTATGGTTTGGGCTCACCA
TATGTTCACTGTTGGGCTTAGTGCTGACGCTGCTGCATTTTTTAGCACTACCACAATTTTTATCGGTGTT
ATAACTGGCGTC;

* hcpA:

TGGCAAATCTACCAAAAGATAAAATAGAAACAGCAATAAAAAATGCAACTGGTAACGTTGCT
GGAGAAAATTACGAGGAAATCCAATATGAAGGTCATGGGCCTTCTGGCACTGCACTCATTGTCCATGT
TTTGACTAATAATCGCAACCGAACTGCTTCTGAGGTACGTTATATATTTTCTCGCAAGGGTGGAAACTT
GGGAGAAACAGGAAGTGTTAGTTACCTTTTCGATCATGTAGGCTTAATCGTCTATAAAGCAGAGGGTG
TGAATTTTGATGATTTATTCAGTCATGGAATCGAATTAGAAGTATTGAATGTTGAGGAAAATGACAAA
GAAGGATTACATCGTTATAACTGTGTGAA,;

* ftsZ:

AATAAARGATAGTCATATGCTTTTCATCACAGCAGGAATGGGCGGTGGTACTGGAACCGGTGC
AGCACCGGTAATTGCAAAAGCAGCCAGAGAAGCAAGAGCCGCAGTTAAGGATAGAGCGCCAAAAGAA
AAAAAGATATTGACTGTTGGAGTTGTAACTAAACCGTTCGGTTTTGAAGGTGTGCGCCGTATGCGCATT
GCAGAGCTTGGACTTGAAGAACTGCAAAAATACGTGGATACACTTATTGTCATTCCAAATCAGAATTT
ATTTAGAATTGCAAATGAAAAACATTTTCTGATGCATTTAAACTTGCTGATAATGTTCTGCACATTGGC
ATCAGAGGAGTAACTGACTTGATGGTCATGCCAGGGTTATCAATCTTGACTTCGCTGATATAGAAACA
GTAATGAGCGAGATGGGCAAAGCGATCCGATCGGCACCGGAGAGGCAGAAG,;

* fbpA:

GCTCTACTTTTGATGAAGTTTCTATATTTTCTGTTTCCATTCTCTCCCCTTACCACAGATCGTTG
GAAGCCTCTTCTTGTATTATATGCGCTGCAAGCAAAGATGCCAGCTGATGCGGATTTACTATATATCCT
AACTCTGCGTAAGCACCTTCTTTGGATGGAGGAAGCCGGGGGGAATCAGACCTTAGGCCTACTGCAGG
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GCCTTGGAGTTGGGTTCTGGTCTTATCCCCCGGGCTTCCGCATTTCCAAAGAAGCAGTTAGCGCAACCG
GGGTTTTTGGCAAATCCGACAGCATGGCATCCTAGACGCAGCCTAATATTAAAAAAGGAGGACATCGC
ATGAACTAAGTGGAAAGCCAGTGAATGGAAACAGATGAAACTGTAACGTTATCAAATAGATGGGAGC
ATTCCAGCAGGAGTTGCAGCGCCGGCATCAGTCTAGCCATG.

As sequéncias de cada um dos 5 genes foram comparadas com as depositadas no banco de
dados do PUbMLST (Public databases for molecular typing and microbial genome diversity),
tendo sido encontrados os alelos 1, 1, 215, 255 e 437, respectivamente para 0s genes gactB, CoxA,
hcpA, ftsZ e fbpA. No banco de dados ndo foi encontrada linhagem de Wolbacha com 100% de
similaridade com a linhagem ora observada em A. spl. O perfil de alelos mostrou similaridade
com a linhagem ST-336, descrita anteriormente para Wolbachia infectando Anastrepha
fraterculus sp.l do México, a Afra_A_wMx2 (PREZOTTO et al., 2017) (Fig. 4).

Figura 4: Resultado da comparacdo do perfil alélico dos cinco genes sequenciados no banco de dados PUubMLST.

Please enter your allelic profile below. Blank loci will be ignored. Autofill profile
gatB COXA hcpA ftsZ fbpA ST: m
001 001 215 255 437

Options Display/sort options Action

Search: 1 or more matches v Order by:
ST v ascending v RESET m

Display: 25 v records per page ®

1 record returned. Click the hyperlink for detailed information.

Profile information for ST-336 (MLST)

ST gatB coxA hcpA ftsZ fbpA clonal complex
336 201 1 215 164 1

sender: Leandro Prezotto, Institute of Biosciences (IB), University of Sao Paulo (USP)
curator: Amanda Avery, University of Rochester, Dept. of Biology
date entered: 2012-10-11
datestamp: 2012-10-11

Isolateﬁelds MLST WsP
id | strain aliases |supergroup | host genus | host species | count: sender gatB |coxA |hcpA | ftsZ | fbpA| ST |clonal complex wsp|HVR1|HVR2 |HVR3 |HVR4

1798 Afra_A_wMx2 A Anastrepha A.fraterculus s.l. Mexico Leandro Prezotto 201 1 215 164 1 336 651 1 12 257 283

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.2 Estabelecimento de linhagens de A. spl isentas (curadas) de Wolbachia

4.2.1 Métodos de tratamento testados

Foram testados, dois métodos para eliminar as bactérias (HOFFMANN et al., 1986): (1)
tratamento pelo calor e (2) emprego de antibiotico. O tratamento pela temperatura de 30 °C nao
foi eficaz pois a amplificacdo mostra a presenca de fragmentos do gene wsp nos adultos que
emergiram das pupas tratadas pela alta temperatura (Fig. 5) e, além disso, foi também letal para

20% das pupas tratadas,

Figura 5: Amplificacio do gene wsp de 10 moscas nascidas de pupas mantidas a 30 °C. M) Marcador molecular 1
kpb; C+) Controle positivo; C-) Controle negativo.

600 pb

Fonte: Elaborado pelo autor

Como segundo método de eliminagdo da Wolbachia, empregou-se o tratamento com
antibiotico, solucdo aquosa de Tetraciclina. Inicialmente, foram testadas solu¢Ges com diferentes
concentragoes, 0,1%, 0,5%, 1% e 2%. Os ensaios demonstraram que A solucdo a 0,1% né&o foi
eficaz, enquanto as trés outras testadas, 0,5%, 1% e 2% alcancaram a eliminagdo da Wolbachia
(Fig. 6). Deste modo, com a finalidade de minimizar os efeitos do antibi6tico nos insetos optou-
se pelo emprego da solucdo, menos concentrada de 0,5%, para obtencéo da coldnia tratada, isenta

de Wolbachia e a partir da qual foram realizados 0s experimentos.
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Figura 6: Amplificacdo do gene wsp de cinco individuos de cada tratamento. M) Marcador molecular 1 kpb; C+)
Controle positivo; C-) Controle negativo.

C+ Tetrac. 1% Tetrac. 2%

A A A
s N

N
M 1 2 3 45 1 23 4 51 2 34 5 C-

600 pb

Tetrac. 0,5% Tetrac. 0,1%
A N 7" A

g4 5 42 -3 4

600 pb

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.2 Obtengéo de linhagem de A. spl isenta de Wolbachia

A Figura 7 mostra que nas geracfes G1 e G2 a Wolbachia néo havia sido eliminada de
todos os espécimes. Em G3, no entanto, a bactéria ndo foi mais detectada e testes periddicos ao
longo das sucessivas geracdes, mostraram que ndo ocorreu a re-infeccdo pela Wolbachia na
col6nia curada de A. sp.1 (dados ndo mostrados).
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Figura 7: Eletroforese de fragmentos amplificados do gene wsp em individuos de distintas gera¢Ges tratadas com
solucéo aquosa de tetraciclina a 0,5% de A. sp.1 parental e nas gera¢des da linhagem curada.

G1 G3
| |

600 pb

600 pb

Fonte: Elaborado pelo autor

4.3 Parametros de desempenho reprodutivo e IC

A fim de se evitar que possiveis efeitos do antibidtico interferissem na interacdo da
bactéria com seu hospedeiro, como ja foi demonstrado em Drosophila (SNOOK et al., 2000),
para realizacdo dos cruzamentos e demais experimentos, foram utilizadas moscas curadas

somente a partir da quarta geragdo das linhagens tratadas pelo antibi6tico.
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Foram feitos quatro tipos de cruzamentos entre individuos e infectados (W+) e nédo
infectados (W-): (1) QW+ x AW+, (2) QW- x 3W-, (3) YW+ x IW- ¢ (4) YW- x W+, com
cinco réplicas para cada um. Para cada réplica foram coletadas seis amostras de ovos, totalizando,
assim, 30 amostras para cada cruzamento.

A Figura 8 mostra 0 nimero médio de ovos obtidos em cada cruzamento e o teste de
Tukey mostrou que os cruzamentos entre individuos infectados (Y W+ x §'W+) produziram maior
nimero de ovos que 0s demais cruzamentos e que, entre estes, as diferencas ndo foram
significativas. A analise do total de ovos obtidos em cada tipo de cruzamento (5 réplicas e 6
amostras por réplica) pela ANOVA (dados normalizados por transformacdo em Log), mostrou
diferengas significativas (F = 7,82; GLefeito = 3; GLerro = 116; p <0,001**).

Figura 8: Numero médio e desvios padroes de ovos depositados nos quatro tipos de cruzamentos entre individuos
infectados pela Wolbachia (W+) e curados (W-). Na legenda dos cruzamentos, fémeas a esquerda e machos a direita.
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Fonte: Dados da pesquisa

A Figura 9 mostra os dados percentuais da taxa de eclosdo média das cinco réplicas de
cada tipo de cruzamento nas 6 amostras analisadas ao longo do tempo entre individuos infectados
pela Wolbachia (W+) e curados (W-).



25

Figura 9: Eclosdo média das larvas, oriundas dos quatro tipos de cruzamentos nas seis amostras analisadas ao longo
do tempo.
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Fonte: Dados da pesquisa

Os valores percentuais foram normalizados pela transformacdo em arco-seno e analisados
pela ANOVA que mostrou existirem diferencas significativas nas taxas de eclosdo (F = 29,82;
GLefeito = 3; GLerro = 116; p < 0,001**) entre os diferentes cruzamentos. Os valores observados
para as fémeas infectadas sdo maiores do que os observados para as fémeas curadas, tanto quando
inseminadas por machos infectados como por machos curados. No entanto, diferenca
significativa foi observada com relacdo as fémeas curadas, quando inseminadas por machos
também curados foram mais férteis do que em cruzamentos com machos infectados. O resultado
deste Gltimo tipo de cruzamento é devido a existéncia de incompatibilidade citoplasmatica (IC),
ou seja, quando machos infectados cruzam com fémeas ndo infectadas. No presente estudo,
utilizando-se os valores medios de todas as amostras em conjunto, a IC corrigida foi estimada em
70,25 % (segundo o método de POINSOT et al., 1998) (Fig. 10).



26

Figura 10: Valores percentuais médios e desvios padrdes das taxas de eclosdo de larvas nos diferentes cruzamentos
entre individuos infectados pela Wolbachia e curados. Esta indicada a existéncia de incompatibilidade citoplasmatica
(IC) entre os cruzamentos QW+ x JW- e QW- x W+,
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Fonte: Dados da pesquisa

4.4 Testes de escolha de parceiros para acasalamento

Foram feitas cinco réplicas de cada cruzamento e foram registrados o nimero de
tentativas de copula e o nimero de cépulas efetivas ocorridas no periodo de ~6h as 12h (sendo
ajustado o horério de da aurora). Assim, o nimero de eventos de atividade reprodutiva (tentativa
de copulas e copulas efetivas) foi de 107 entre fémeas W+ com machos W+ e de 82 com machos
W-. Nos cruzamentos entre fémeas W- com machos W- o numero de eventos de atividade
reprodutiva foi 102 e com machos W+ foi 29. Esses dados sdo apresentados na Figura 11.
Considerando os valores de copulas e tentativas de copulas isoladamente de todas as réplicas, o
teste pela ANOVA dos dados normalizados (Log), indicou diferencas significativas entre o0s
cruzamentos (F = 3,61; GLefeito = 3; GLero = 16; p < 0,037*). Apenas para 0s cruzamentos nos
quais as fémeas curadas escolheram os machos infectados (2W- x 3 W+), o nimero de copulas e

de tentativas foi diferente das demais escolhas pelas fémeas. Além disso, foi registrada a duracéo
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das cépulas efetivas para os distintos pares em cépula, cujos resultados sdo apresentados na
Tabela 1.

Figura 11: Numero de cdpulas e tentativas de copula. Os testes de escolha entre machos infectados (W+) e curados

(W-) pelas fémeas infectadas (W+) e curadas (W-). Letras distintas nas barras indicam diferengas significativas
(Teste de Tukey).
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Fonte: Dados da pesquisa

A Tabela 1 mostra o tempo médio em que os pares ficaram acasalados que variou entre 11
e 315 minutos. Analise pela ANOVA (dados transformados em Log) mostrou que as diferencas

na duracao do acasalamento ndo foram significativas (F = 28,2, GL. = 28, p =0,838).

Tabela 1: Numero e duragdo das copulas nos cruzamentos de escolha de machos (W+ e W-) pelas fémeas (W+ e W-

).

Minutos
Meédia (min - méx)
W+ 11 72,5  (11-152)

Fémeas Machos Copulas (n)

W+
W- 9 114 (11- 315)
W- 10 53 (23-98)
W-
W+ 4 62 (16 -114)

Fonte: Dados da pesquisa
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4.5 Analise dos hidrocarbonetos cuticulares

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Fitoquimica, sob supervisdo direta
do Professor Dr. Marcelo José Pena Ferreira, do Departamento de Botanica do Instituto de
Biociéncias. Os experimentos contaram com dois grupos: machos W+ e machos W-, tendo sido
colocados trés individuos infectados e trés curados, em frascos com 300 L de hexano por trés
minutos e posteriormente preservados em alcool 70% a -20 °C. Foram feitas trés replicas de cada
experimento e foi aplicado 1 pL da solu¢do em um CG-EM (Cromatografo a Gas acoplado ao
Espectrometro de Massas). Os cromatogramas obtidos estdo mostrados nas Figuras 12 a 15, onde
se pode notar os diferentes picos de hidrocarbonetos entre os tempos de retencdo de 40 a 50

minutos.

Figura 12: Cromatograma SP1 W+.

LA [2] TIC: MamW+.D\data.ms N =] o9
f:bundance]

1.5e+07

Te+07

5000000

A
Fime-> 1000 1500 20100 2500 3000 3500 40100 4500 5000 5500
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Figura 13: Ampliacdo da area dos picos do cromatograma SP1 W+.
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Figura 14: Cromatograma SP1 W-.
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Figura 15: Ampliacdo da area dos picos do cromatograma SP1 W-.
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A analise dos dados foi feita através do levantamento de todos os hidrocarbonetos
presentes e a comparacdo das porcentagens totais relativas aos picos de hidrocarbonetos das trés
réplicas. A soma das porcentagens de todos os hidrocarbonetos foi superior a 97%. Assim, foi
calculada as medias e desvios padrdes da porcentagem total de cada analise. Os dados mostraram
que as moscas infectadas possuem alteracdo na concentracdo de mais da metade dos
hidrocarbonetos cuticulares, além da producdo de alguns que ndo estdo presentes nas amostras de
A. sp.1 sem infecgdo. A amostra de SP1 W+ apresenta pelo menos sete hidrocarbonetos a mais
em comparagcdo com as amostras de SP1 W- e a auséncia de um hidrocarboneto com tempo de
retencdo de 48,322 minutos (Tabela 2).

Tabela 2: Média da porcentagem total da &rea de cada pico dos cromatogramas das trés réplicas. Em amarelo os
compostos que diferem entre as duas amostras. T. R. min) Tempo de Reten¢do em minutos.

SP1 W- SP1 W+
T.R.min| % do total |Desvio Padrdo|T.R. min| % do total |Significativo
40,722 15,566% 0,06% 40,722 13,212% sim
40,906 6,502% 0,30% 40,907 5,608% sim
41,205 8,127% 0,56% 41,203 6,097% sim
41,612 0,453% 0,24% 41,611 0,627% nao

41,668 0,420%
41,739 0,562%

42,177 1,805% 0,15% 42,181 1,603% sim
43,246 6,308% 0,24% 43,247 5,295% sim
43,349 6,684% 0,08% 43,352 6,235% sim
43,542 13,913% 0,43% 43,543 14,091% nao
43,806 1,228% 0,22% 43,807 1,028% nao
44,218 0,759%
45,711 1,349% 0,20% 45,716 1,618% sim
45,779 3,489% 0,15% 45,785 3,815% sim
45,867 2,254% 0,19% 45,872 2,817% sim

45,948 1,200%
46,043 2,389% 0,06% 46,048 2,396% nao




47,027 0,247%
48,201 17,776% 0,05% 48,220 22,231% sim
48,288 8,477%
48,322 8,225% 0,55%
48,409 1,059% 0,09% 48,412 0,992% nao
50,543 0,670%
Total SP1 W- Total SP1 W+
97,13% 100,0%

Fonte: Dados da pesquisa

30
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5 DISCUSSAO

A deteccdo de Wolbachia na coldnia de A. sp.1 aff. fraterculus pela amplificacdo do
gene wsp mostrou que todos os individuos testados da colbnia estavam naturalmente
infectados pela bactéria. Altos indices de infec¢do por Wolbachia para espécies de Anastrepha
foram descritos anteriormente (COSCRATO et al., 2009; PREZOTTO et al., 2017). Ja a
identificacdo da linhagem, feita pela amplificacdo e sequenciamento dos cinco genes
propostos pelo método MLST, mostrou tratar-se de uma linhagem ainda ndo descrita. A
identificacdo das linhagens de Wolbachia e caracterizacdo de sua diversidade genética,
inicialmente era feita utilizando-se o gene 16S rRNA (O’NEILL et al., 1992) e 0 gene wsp,
codificante da proteina varidvel de membrana (ZHOU et al., 1998). Entretanto, a taxa
evolutiva lenta do 16S rRNA e a descoberta de alta taxa de recombinacdo no gene wsp,
dificultavam a caracterizacdo das diferentes linhagens da bactéria, bem como a resolugédo de
sua filogenia. Assim, para contornar essas dificuldades foi proposto o método MLST (do
inglés, Multilocus Sequence Typing) como o método padrdo (BALDO et al., 2006) e por essa
razdo foi o método aqui utilizado. Segundo a metodologia MLST sdo reconhecidos
supergrupos filogenéticos identificados por letras (A-H) (ZHOU et al., 1998). Os supergrupos
A e B sdo os comumente encontrados em artropodes, sendo caracterizados frequentemente
como parasitas reprodutivos (LO et al., 2007; VANDEKERCKHOVE et al., 1999) que
manipulam a reproducdo do hospedeiro de modo a favorecer o aumento e dispersdo de suas
préprias populacdes. Entretanto, recentemente, com o sequenciamento total dos genomas,
verificou-se que a diversidade de linhagens pode ser ainda maior (BLEIDORN; GERTH,
2018).

A linhagem de Wolbachia detectada no presente trabalho e identificada pela
metodologia MLST mostrou ser pertencente ao supergrupo A. Esse resultado esta de acordo
com o descrito para outras amostras de Anastrepha (COSCRATO et al., 2009;
MASCARENHAS et al., 2016; PREZZOTO et al., 2017). Entretanto, a linhagem
caracterizada através dos alelos encontrados para 0s cinco genes mostrou tratar-se de
linhagem ainda ndo descrita. Variabilidade genética entre linhagens de Wolbachia
caracterizadas pela metodologia MLST foi descrita para amostras do complexo fraterculus da
regido Neotropical, incluindo Brasil, Argentina, Peru, Equador, Colémbia, Guatemala e

México, para as quais foram descritas cerca de 20 linhagens diferentes (PREZZOTO et al.,
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2017). Entretanto, ndo foram feitas associacOes entre essas linhagens e o tipo de relacdo
estabelecida com seu hospedeiro.

Em artropodes, existem uns poucos casos nos quais a Wolbachia age como mutualista
obrigatdria. Por exemplo, fémeas da vespa parasita Asobara tabida tratadas com antibidtico e
isentas de Wolbachia, apresentaram o desenvolvimento dos ovos totalmente comprometido
(DEDEINE et al., 2001). No percevejo Cimex lectularius, a redugdo ou eliminacdo da
Wolbachia por tratamento com antibiotico resultou no desenvolvimento anormal dos ovos, 0
qual foi restaurado com o fornecimento de suplemento alimentar de Vitamina B e biotina,
reforcando a hipdtese que, nesse caso, a Wolbachia teria um papel relevante no fornecimento
de micronutrientes para o hospedeiro, mas que este ndo dependeria dela para a sobrevivéncia
e fecundidade (NIKOH et al., 2014). Ja em D. melanogaster foi descrita a associacdo entre a
presenca da Wolbachia e alteraces no metabolismo do hospedeiro (BROWNLIE et al., 2009)
e em dipteros ainda estdo descritos casos nos quais a presenca da Wolbachia é positiva
causando um aumento da longevidade e fertilidade (FAST et al., 2011; DOBSON et al.,
2002), ou seja existe uma diversidade nas relacdes mutualisticas entre Wolbachia e seus
hospedeiros, embora 0s mecanismos moleculares subjacentes sejam ainda bastante
desconhecidos (FRY; RAND, 2002). O fato das maiores taxas de eclosdo das larvas no
presente trabalho terem sido observadas em fémeas (W+) quando comparadas as fémeas (W-)
sugere que possa existir um efeito positivo da presenca do endossimbionte na fertilidade das
fémeas, semelhante ao descrito para outras espécies de dipteros. Entretanto, o sucesso no
estabelecimento da colbnia de A. sp.1 (W-) através do tratamento com o antibidtico
tetraciclina sugere que ndo ha uma dependéncia da presenca da Wolbachia para a
sobrevivéncia e reproducdo em condic@es de laboratorio.

Apesar da incompatibilidade citoplasmatica (IC), descrita por Laven (1967) ser uma
das alteracOes reprodutivas causadas pela Wolbachia mais frequente entre os insetos
(BOURTZIS et al., 2003) sua ocorréncia parece estar vinculada tanto a certas caracteristicas
da linhagem da Wolbachia quanto também de seu hospedeiro ou, em outras palavras, ndo é
possivel assumir-se que a simples presenga da bactéria produza o efeito IC. Linhagens de
Wolbachia presentes em amostras de A. sp.1 da Argentina, diferentes da aqui descrita
mostraram causar o fenotipo morte dos machos (male killing), enquanto outras mostraram
causar o fenotipo IC em diferentes morfotipos do complexo fraterculus (CONTE et al., 2019;
DEVESCOVI et al., 2019). Além disso, a incidéncia da IC € possivelmente também
dependente do tempo da associagdo de uma dada linhagem com seu hospedeiro (TURELLI,
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1994). Em tefritideos, a estratégia amplamente utilizada para demonstrar o efeito de IC e que
foi utilizada no presente trabalho, envolve o estabelecimento de linhagens do hospedeiro em
questdo, isentas de Wolbachia, obtidas por tratamento térmico ou por antibioticos
(BOURTZIS et al., 2003), com posterior cruzamento dos individuos tratados (W-) com
individuos infectados (W+). O tratamento térmico, no presente estudo, mostrou-se ineficiente
para a eliminacdo da Wolbachia, ao contrario do que foi observado por Ribeiro (2009) e
Prezotto (2012) que descreveram a eliminacdo das bactérias através desse meétodo. Talvez
essa discrepancia esteja relacionada as diferentes linhagens de Wolbachia presentes nos
hospedeiros, podendo existir diferencas na susceptibilidade a altas temperaturas, pois a
prevaléncia de infeccdo por certas linhagens de Wolbachia em regides com distintos regimes
térmicos foi descrita em himendpteros (SHOEMAKER et al., 2000). Ja o tratamento para
eliminacdo da Wolbachia por administracdo de solucdo aquosa de tetraciclina, mostrou-se
efetivo para o estabelecimento da colbnia isenta de Wolbachia (W-). E relevante notar que a
concentracdo da solucdo aquosa de tetraciclina aqui utilizada (0,5%) esta abaixo das
comumente utilizadas, em geral de 2-5% (ALAM et al., 2011; NGUYEN et al., 2017; LV et
al., 2021).

A incompatibilidade citoplasmatica pode ocorrer de duas formas, unidirecional ou
bidirecional. Na unidirecional, a morte do embrido resulta do cruzamento entre machos
infectados, com fémeas ndo infectadas ou do cruzamento de machos e fémeas portadoras de
linhagens de Wolbachia assimetricamente incompativeis. J& na incompatibilidade
bidirecional, a morte dos embrides € resultado do cruzamento entre machos e fémeas
portadoras de linhagens reciprocamente incompativeis. O estabelecimento da colénia W- de
A. sp.1 no presente estudo e posterior cruzamento entre individuos W+ e W-, simula a
situacdo prevista na incompatibilidade unidirecional e de fato foram observados valores
significativamente reduzidos na taxa de eclosdo das larvas no cruzamento entre machos W+ e
fémeas W-, concluindo-se que essa linhagem de Wolbachia detectada nos individuos A. sp.1 é
causadora do fenotipo IC. Aqui o valor de IC alcangou cerca de 70%. Algumas linhagens de
Wolbachia sdo capazes de causar uma IC ainda maior como foi descrito no diptero Glossina
morsitans, cuja linhagem de Wolbachia produziu 80 % de IC (ALAM et al., 2011). E
relevante notar que a IC completa, ou seja 100% € causada apenas por umas poucas linhagens
de Wolbachia em alguns hospedeiros, tais como Culex pipiens (LAVEN, 1967), C. capitata e
Rhagholetis cerasi (RIEGLER; STAUFFER, 2002; ZABALOU et al., 2004).
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Embora seja pouco estudada em nivel citologico, verificou-se que na IC, os pro-
nacleos feminino e masculino tornam-se assincronicos, resultando na segregacéo anormal dos
cromossomos na anafase mitética (TRAM; SULLIVAN, 2002). Os cromossomos da fémea
segregam-se normalmente, enquanto os cromossomos dos machos exibem uma série de
defeitos, como pontes cromatidicas e segregacdo andmala, resultando na inviabilidade logo
nos primeiros estadgios da embriogénese (BONNEAU et al.,, 2018; LANDMANN et al.,
2009). Estudos citoldgicos futuros poderdo responder se alteracfes citologicas similares a
essas descritas na literatura seriam responsaveis pela IC aqui detectada.

Devido a existéncia e caracteristicas do fenétipo IC, considera-se que a Wolbachia
poderia ter um papel promotor ou adjuvante nos processos de especiacdo de seus hospedeiros,
por promover o isolamento reprodutivo entre duas populacdes (BRUCKER;
BORDENSTEIN, 2012; SHROPSHIRE; BORDENSTEIN, 2016). Por exemplo, a IC
induzida por Wolbachia poderia reduzir o fluxo de genes nucleares entre seus hospedeiros na
auséncia da divergéncia genética dos hospedeiros ou isolamento por barreiras geogréaficas
(HURST; SCHILTHUIZEN, 1998). Supde-se que isolamento causado pela presenca de
Wolbachia possa ter sido promotor da divergéncia entre espécies cripticas do
microhimenodptero Nasonia que divergiram hd ~1 milhdo de anos (BORDENSTEIN et al.,
2001). A descricéo de fendtipo IC causado por uma linhagem de Wolbachia em uma espécie
do complexo fraterculus abre perspectivas para que novos estudos investiguem em
profundidade esse fendmeno e considere-se a possibilidade de que situacdo similar possa ter
ocorrido nos processos de divergéncia entre as espécies do complexo fraterculus.

Adicionalmente, as analises dos perfis dos hidrocarbonetos cuticulares evidenciaram
que a presenca de Wolbachia altera a composicdo destes, aumentando ou diminuindo a
concentracdo de alguns componentes e levando a producdo de novos hidrocarbonetos ou a
delecdo de alguns deles. Desde que os hidrocarbonetos s&o parte do sistema de
reconhecimento espécie-especifico durante a corte e copula (LIMA et al., 2001; CACERES et
al., 2009), a presenca de Wolbachia pode ser um fator também atuante nos mecanismos de
isolamento pré-zigotico. Os hidrocarbonetos séo sintetizados a partir de precursores do corpo
gorduroso e depositados na cuticula dos insetos e sdo apolares, pouco volateis e tem um papel
crucial nos sistemas de reconhecimento de parceiros sexuais espécie-especificos
(BLOMQUIST; BAGNERES, 2010; KATHER; MARTIN, 2012). Devido a sua
especificidade, os perfis dos hidrocarbonetos cuticulares tem sido extensivamente utilizados

para 0 reconhecimento de espécies cripticas, em diversas familias de insetos, como
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Termitoidae (HAVERTY et al., 2000), Miridae (GEMENO et al., 2012), Drosophilidae (DE
OLIVEIRA et al., 2011; JENNINGS et al., 2014) e Tephritidae (VANICKOVA et al., 2014,
2015b) dentre outros.

No complexo fraterculus o papel dos hidrocarbonetos cuticulares, tem sido
investigado e considera-se que além de sua especificidade entre as diferentes espécies eles
tenham papel preponderante na comunicacdo entre machos e fémeas durante o
comportamento reprodutivo (VANICKOVA et al., 2012). Os resultados das anélises dos
hidrocarbonetos nas colonias W+ e W- de A. sp.1 e os resultados dos testes de escolha de
parceiros sexuais, descritos nesse trabalho reforcam essa hipétese. A discriminacdo na escolha
de parceiros sexuais entre individuos infectados e ndo-infectados por Wolbachia, também foi
descrita em espécies de Drosophila (JAENIKE et al., 2006; SHOEMAKER et al., 1999).

A incompatibilidade citoplasmatica tem sido também utilizada no desenvolvimento de
estratégias de controle populacional de insetos-praga e vetores (reviséo em BATON et al.,
2021).

A chamada técnica do inseto incompativel (TIl) é analoga a técnica do inseto estéril
(TIE) e ambas sdo alternativas mais sustentaveis do que os métodos tradicionais de controle
que empregam agentes quimicos sintéticos (DYCK et al., 2021). A TIE baseia-se na producao
em larga escala do inseto-alvo em biofabricas e a liberacdo de machos esterilizados por
radiacdo na area de interesse. Os machos estéreis, acasalam com as fémeas “selvagens”
residentes daquela area, resultando em progénies inviaveis e assim reduzindo o tamanho da
populacdo-alvo na proxima geracdo. Aplicando-se esse procedimento repetidas vezes obtém-
se 0 decréscimo da populagdo alvo a niveis manejaveis. Essa estratégia tem sido aplicada com
sucesso em programas de controle de moscas-das-frutas da familia Tephritidae como
Anastrepha ludens, a mosca-das-frutas mexicana, e Ceratitis capitata, a chamada mosca-das-
frutas do mediterraneo (BATON et al., 2021).

De maneira analoga ao TIE a técnica do inseto incompativel (TII) utiliza a infeccéo
por endossimbiontes, especialmente Wolbachia, em alternativa a radiacéo, liberando machos
reprodutivamente incompativeis com fémeas residentes da populagdo-alvo (BOURTZIS et al.,
2014; SCOTT; BENEDICT, 2016; XI; JOSHI, 2016). Embora essa estratégia tenha sido
idealizada e aplicada ha bastante tempo, de 1990 até o presente, um renovado e crescente
interesse tem movimentado a comunidade cientifica, estando em curso estudos sobre a

aplicacdo do TII para controle de Ceratitis capitata (Wiedemann) (ZABALOU et al., 2004,
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2009; KYRITSIS et al., 2019), e a mosca das frutas da azeitona, Bactrocera oleae Rossi
(APOSTOLAKI et al., 2011).

Uma vez que a existéncia da IC € o componente-chave para 0 desenvolvimento da
técnica do inseto incompativel (TII), o presente trabalho traz também uma contribuicéo
significativa para o cendrio atual de busca de estratégias ambientalmente mais sustentaveis
para o controle de insetos-praga. Entretanto, os resultados aqui apresentados, indicam que a
interferéncia da Wolbachia na composicdo dos hidrocarbonetos cuticulares e na escolha dos

parceiros para acasalamento, deve ser considerada no desenvolvimento dessas metodologias.
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6 CONCLUSOES

As conclusdes obtidas através do presente estudo foram:

v' A col6nia de Anastrepha spl aff. fraterculus apresentava uma alta frequéncia de
infecgdo, pois todos os individuos amostrados estavam infectados;

v Alinhagem de Wolbachia foi identificada, através do método MLST como pertencente
ao supergrupo A, como ja havia sido descrito para outras espécies de Anastrepha, mas nao foi
reconhecida como nenhuma das linhagens ja descritas;

v" O tratamento com melhor desempenho para remocéo da infec¢do por Wolbachia foi o
tratamento com solugéo aquosa de tetraciclina a 0,5%;

v' As diferencas observadas nos parametros de desempenho reprodutivo em cruzamentos
entre as colénias W- e W+ sugerem que, neste caso, a Wolbachia pode ter um efeito positivo para
0 hospedeiro;

v A presen¢a da Wolbachia interfere na composicéo dos hidrocarbonetos cuticulares e
na escolha de parceiros para o acasalamento;

v" A linhagem de Wolbachia encontrada na col6nia de A. sp.1 aff. fraterculus é capaz de
produzir o fen6tipo IC unidirecional no hospedeiro da ordem de ~ 70%;

v' A existéncia de IC, componente-chave na Técnica do Inseto Incompativel (TII) abre
perspectivas para o desenvolvimento de métodos de controle populacional mais sustentaveis para
essa espécie-praga. Entretanto, a interferéncia na composicao dos hidrocarbonetos cuticulares e na
escolha de parceiros para o acasalamento devem ser consideradas no desenvolvimento dessas

metodologias.
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RESUMO

As moscas-das-frutas sao insetos pertencentes a familia Tephritidae que utilizam frutos como
hospedeiro para o desenvolvimento das larvas. Caso o fruto utilizado tenha valor comercial,
caracteriza-se esta espécie de mosca como praga agricola. Uma das espécies mais importantes
economicamente € a espécie nominal Anastrepha fraterculus que congrega um grupo de
espeécies cripticas. As formas de controle incluem o uso de inseticidas quimicos em forma de
spray ou iscas para o controle das popula¢@es. Ha também o uso de métodos alternativos, como
controle bioldgico e a aplicacdo da técnica do inseto estéril, considerados métodos de controle
mais sustentaveis que a aplicacdo de inseticidas quimicos. A Wolbachia é uma bactéria
intracelular obrigatdria que infecta varios grupos de artropodes e nematodes, € transmitida via
maternal (transmissdo vertical), mas pode ser transmitida através de outras espécies
(transmisséo horizontal). A Wolbachia causa modificacdes reprodutivas de varias formas, tais
como: incompatibilidade citoplasmatica, morte dos machos, feminizagdo dos machos,
partenogénese e mudancas comportamentais. A incompatibilidade citoplasmatica resulta na
inviabilidade dos ovos e pode ser utilizada como um mecanismo de controle bioldgico de
insetos praga e vetores de doencas. No presente trabalho foi selecionada uma colénia de
Anastrepha sp.1 aff. fraterculus (A. spl), 100% infectada pela bactéria Wolbachia pipientis,
mantida em biotério ha mais de 30 geracdes. Foram amplificados e sequenciados fragmentos
dos genes gatB, coxA, hcpA, ftsZ e fbpA, que integram a metodologia de MLST ("Multiloci
Sequence Typing"), sendo identificada como similar a cepa Afra_A_wMx2 do supergrupo A.
Dois tratamentos foram testados para eliminar a infeccéo pela bactéria, tratamento térmico a 30
°C e tratamento com solucdo aquosa de tetraciclina, sendo este Gltimo mais eficiente na
concentracdo de 0,5%. A partir da quarta geracdo foram iniciados os experimentos propostos
no trabalho. A partir de cruzamentos entre individuos infectados e ndo-infectados detectou-se
um efeito positivo da Wolbachia em parametros de desempenho reprodutivo, com maiores
valores para eclosdo das larvas em individuos W+ (76%) do que W- (42%). O cruzamento entre
fémeas W- e machos W+ mostrou a existéncia de incompatibilidade citoplasmatica (IC~70%).
As andlises sobre a composicdo dos hidrocarbonetos cuticulares e preferéncia na escolha de
parceiros sexuais entre individuos W+ e W- mostrou que ha interferéncia da Wolbachia sobre
esses parametros. A existéncia de IC, componente-chave na Técnica do Inseto Incompativel
(TII), abre perspectivas para o desenvolvimento de métodos de controle populacional mais
sustentaveis para essa espécie-praga. Entretanto, a interferéncia na composicdo dos
hidrocarbonetos cuticulares e na escolha de parceiros para o acasalamento, devem ser
consideradas no desenvolvimento dessas metodologias.

Palavras-chaves: Wolbachia pipientis. Anastrepha sp.1 aff. fraterculus. Incompatibilidade
citoplasmatica. Preferéncia sexual. Hidrocarbonetos cuticulares.
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ABSTRACT

Fruit flies of the Tephritidae family are insects that use fruits for larval development. In case
the fruit is of commercial value the species of fly is characterized as an agricultural pest. One
of the most economically important species is the binominal species Anastrepha fraterculus,
which comprises a group of cryptic species. The methods of control of these insect pests include
the use of chemical insecticides in the form of spray or baits. to control populations. There is
also the use of alternative methods, such as biological control and the application of the sterile
insect technique (SIT), considered to be more sustainable control methods than the application
of chemical insecticides. Wolbachia is an obligatory intracellular bacterium that infects several
groups of arthropods and nematodes, is maternally transmitted (vertical transmission), although
can be also horizontally transmitted. Wolbachia causes reproductive alterations in several ways,
such as: cytoplasmic incompatibility, male killing, male feminization, parthenogenesis, and
behavioral changes. Cytoplasmic incompatibility concerns to egg unviability and have been
used in alternative control methodologies of insect pests and disease vectors, such as the
Incompatible Insect Technique (1IT). In the present study, reproductive effects of Wolbachia
infection were analyzed in a laboratory colony of Anastrepha sp.1 aff. fraterculus (A. spl),
100% naturally infected by Wolbachia pipientis and kept in laboratory conditions for more than
30 generations. Fragments of the gatB, coxA, hcpA, ftsZ and fbpA genes, which integrate the
MLST methodology ("Multiloci Sequence Typing™), were amplified and sequenced, being
identified as similar to the Afra_A_wMNx2 strain of supergroup A. To eliminate the Wolbachia
infection, two treatments were tested: pupae heat treatment at 30 °C and adult treatment with
water solution of tetracycline, the latter being more efficient at 0.5% concentration. From the
fourth generation on, the experiments started. In the crosses between W+ individuals compared
to crosses of W- individuals, a positive effect of Wolbachia was detected in parameters of
reproductive performance, with higher values of egg hatching rate in W+ individuals (76%)
when compared to those of W- (42%). Crosses between W- females and W+ males showed the
existence of cytoplasmic incompatibility (Cl~70%). The analyzes on the composition of
cuticular hydrocarbons and reproductive mate choice tests between W+ and W- individuals,
showed that there is interference from Wolbachia on these parameters. The existence of Cl, a
key component in the Incompatible Insect Technique (1IT), opens perspectives for the
development of more sustainable population control methods for this pest species. However,
interference in the composition of cuticular hydrocarbons and in the sexual partner choice, must
be considered in the development of these methodologies.

Keywords: Wolbachia pipientis. Anastrepha sp.1 aff. fraterculus. Cytoplasmic
incompatibility. Sexual preference. Cuticular hydrocarbons.
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