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RESUMO

Wolbachia é um género endossimbidtico de Alfaproteobactérias pertencentes a ordem
Rickettsiales, que infecta cerca de 50% dos artropodes e inumeros nematoides.
Muitas cepas causam manipulacbes reprodutivas em seus hospedeiros que
favorecem a disseminacado da infecgao, como a incompatibilidade citoplasmatica,
morte dos machos, feminizagdo e inducdo de paternogénese. A Wolbachia é
transmitida principalmente verticalmente, da mé&e para a prole, entretanto casos de
transmissao horizontal, entre espécies, ja foram relatados. Os hospedeiros, portanto,
podem adquirir a Wolbachia por transmissao cladogénica, introgressiva ou ainda por
transferéncia horizontal. O efeito da infecgdo e o modo de aquisicdo desse
endossimbionte ndo foram muito bem estudados em muitos hospedeiros naturais.
Dentre esses hospedeiros pouco estudados, se encontra a Drosophila sturtevanti,
uma espécie neotropical, amplamente distribuida em dominios da Mata Atléantica e
outros biomas. O presente trabalho buscou identificar a cepa de Wolbachia infectante
de 14 populacdes de D. sturtevanti, avaliar a prevaléncia dessa infec¢ao, analisar o
efeito no valor adaptativo do hospedeiro e a indugdo de manipulagao reprodutiva em
cinco populacdes. Ainda, avaliar a forma de aquisicdo da wStv, por D. sturtevanti, e
de outras cepas pertencentes ao supergrupo A, que infectam espécies do género
Drosophila. A cepa wStv foi identificada como a unica infectante nas populagdes de
D. sturtevanti. A infeccdo apresentou taxas variaveis (0-70%) e prevaléncia média de
41%, significando que essa cepa nao foi fixada nessas populagbes ainda. Foi
observada uma ampla variagao no efeito da Wolbachia no valor adaptativo das cinco
populagdes de D. sturtevanti e também incompatibilidade citoplasmatica parcial em
duas populagdes. A variagcado da infeccao observada, possivelmente corresponde ao
background genético de cada populagdo hospedeira. Foi observada também uma
associagao entre prevaléncia e efeito no valor adaptativo, as populagdes com maior
prevaléncia apresentam mais efeitos benéficos e as com menor prevaléncia
apresentam mais efeitos negativos. Esses resultados sugerem que a wStv esteja
sendo mantida nas populagdes de D. sturtevanti devido aos efeitos benéficos e/ou
neutros. Os nossos resultados ainda indicam que as aquisicbes de wStv, por D.
sturtevanti, assim como as demais cepas pelas espécies do género Drosophila
ocorreram por transmissao horizontal.

Palavras-chave: Incompatibilidade citoplasmatica. wStv. Supergrupo A. Transmissao
horizontal.



ABSTRACT

Wolbachia is an endosymbiotic genus of Alphaproteobacteria belonging to the order
Rickettsiales, which infects about 50% of arthropods and many nematodes. Wolbachia
is maternally transmitted from mother to offspring. Many strains cause reproductive
manipulations in their hosts, which favors the spread of infection, such as cytoplasmic
incompatibility, male-killing, feminization, and induction of parthenogenesis. Wolbachia
is mainly transmitted vertically from mother to offspring, however cases of horizontal
transmission, between species, have already been reported. Hosts, therefore, can
acquire Wolbachia by cladogenic, introgression or horizontal transmission. The effect
of infection and the way of acquisition of this endosymbiont has not been very well
studied in many natural hosts. Among these poorly studied hosts is Drosophila
Sturtevanti, a neotropical species, widely distributed in areas of the Atlantic Forest and
other biomes. The present work aimed to identify the Wolbachia strain infecting 14
populations of D. sturtevanti, assess the prevalence of this infection, analyze the
influence on host fithess and the induction of reproductive manipulation in five
populations. And to evaluate the way of acquisition of wStv, by D. sturtevanti, and other
strains belonging to the supergroup A, which infect species of the genus Drosophila.
The wStv strain was identified as the only one infecting the populations of D.
sturtevanti. The infection showed variable rates (0-70%), and average prevalence of
41%, meaning that it has not been fixed in these populations yet. A wide variation in
the effect of Wolbachia on the fitness of the five populations of D. sturtevanti and partial
cytoplasmic incompatibility in two populations was observed. The variation of infection
observed possibly corresponds to the genetic background of each host population. An
association between prevalence and effect on fitness was also observed, in which
populations with higher prevalence present more beneficial effects, and those with
lower prevalence present more negative effects. These results suggest that wStv is
being maintained in D. sturtevanti populations due to beneficial and/or neutral effects.
Our results also indicate that the acquisition of wStv, by D. sturtevanti, as well as the
other strains by the species of the genus Drosophila occurred by horizontal
transmission.

Keywords: Cytoplasmic incompatibility. wStv. Supergroup A. Horizontal transmission.
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1. INTRODUQAO
1.1. 0O endossimbionte Wolbachia

Wolbachia é um género endossimbiotico de alfaproteobactérias, gram-
negativas, que pertencem a familia Anaplasmataceae e a ordem Rickettsiales
(HERTIG; WOLBACH, 1924). Wolbachia pipientis € atualmente a uUnica espécie
descrita dentro desse género e por isso € comumente referida apenas como
Wolbachia (NEWTON; SLATKO, 2019). Esse endossimbionte € o mais abundante no
reino animal (TAYLOR et al., 2018), infecta cerca de 40% dos artropodes terrestres e
52% dos artrépodes aquaticos (ZUG; HAMMERSTEIN, 2012; SAZAMA et al., 2017),
€ encontrada em isopodos (ROUSSET et al., 1992), em acaros (JOHANOWICZ; HOY,
1995), e especialmente em insetos, infectando cerca da metade das espécies
(WEINERT et al.,, 2015; ROSS et al.,, 2019). Além dos artropodes, também é
encontrada em varias espécies de nematoides (LEFOULON et al., 2016).

Wolbachia pipientis foi observada pela primeira vez em ovarios do mosquito
Culex pipiens (HERTIG; WOLBACH, 1924). Essa bactéria € comumente encontrada
nos tecidos germinativos dos hospedeiros, a qual promove manipulag¢des reprodutivas
e efeitos diversos no valor adaptativo, resultando no aumento de sua transmissao na
populacdo hospedeira (MIN; BENZER, 1997). Além disso, esse endossimbionte
também é encontrado nos tecidos somaticos dos hospedeiros, como por exemplo em
Drosophila, a qual ja foram observadas infecgbes no cérebro (intra e extracelular),
retina, lobo 6ptico, ganglios, células-tronco somaticas, glandulas salivares, musculos,
intestino médio, tubulos de Malpighi, asas, hemolinfa e em outros tecidos (DOBSON
et al., 1999; VENETI et al., 2003; OSBORNE et al. 2009; CASPER-LINDLEY et al.,
2011; ALBERTSON et al., 2013; STRUNOV et al., 2013; TOOMEY et al., 2013).

Inicialmente, a diversidade genética da Wolbachia foi caracterizada pelos
marcadores 16S rRNA (gene ribossomal) (O’'NEILL et al., 1992) e pelo wsp (gene de
proteina de superficie de membrana), que apresenta regides hipervariaveis (ZHOU et
al., 1998), ambos foram muito importantes em analises populacionais e filogenéticas.
E apds, novos marcadores genéticos comegaram a ser empregados, como € 0 caso
do sistema Multilocus Sequence Typing (MLST) (BALDO et al., 2006). Atualmente,
com o avango da gendmica comparativa, foi observado que, em muitos casos,

somente dados do MLST néo refletem suficientemente bem as propriedades de cada
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cepa de Wolbachia (BLEIDORN; GERTH, 2018; WOLFE et al., 2021), necessitando o
sequenciamento de todo o genoma. Os genes 16S rRNA, wsp, 0s genes que compde
o MLST e os estudos genbmicos recentes, foram amplamente utilizados na
classificagdo do género Wolbachia em linhagens monofiléticas, geneticamente
distintas que hoje sdo chamados de supergrupos (ZHOU et al., 1998).

Esse género é considerado geneticamente diverso, sendo dividido atualmente
em 19 supergrupos (A-U) (LEFOULON et al., 2020; LAIDOUDI et al., 2020; KAUR et
al., 2021; OLANRATMANEE et al., 2021), com excegao do supergrupo G, descrito em
aranhas australianas (ROWLEY et al., 2004) e do supergrupo R, descrito em aranhas
das cavernas (WANG et al., 2016), que foram realocadas como pertencentes aos
supergrupos B e A, respectivamente (BALDO; WERREN, 2007; GERTH, 2016). Os
supergrupos C, D e J sdo exclusivamente encontrados nos nematoides filarioides
(BANDI et al., 1998; CASIRAGHI et al., 2004; LEFOULON et al.,, 2016). Ja o
supergrupo L ocorre em nematoides parasitas de plantas Pratylenchus penetrans
(HAEGEMAN et al., 2009), enquanto o supergrupo F € o unico clado composto por
cepas infectantes tanto de artrépodes (térmitas), quanto de nematoides (Mansonella
ozzardi) (CASIRAGHI et al., 2006). E os demais, sendo A e B mais comuns,
encontrados na maioria dos artropodes (VANDEKERCKHOVE et al., 1999; LO et al.,
2007).

Ainda, dentro de cada supergrupo, existem cepas diferentes, comumente
nomeadas de acordo com sua distribui¢ao inicial ou hospedeiro infectado inicialmente,
como por exemplo: a cepa wHa que infecta moscas no Hawaii (O’NEILL; KARR,
1990); a wAu que inicialmente foi encontrada na Australia (TURELLI; HOFFMAN,
1995); wMau infectante da espécie Drosophila mauritiana (GIORDANO et al., 1995),
além da cepa wMel, que é uma das mais estudadas e presente em Drosophila
melanogaster (HOLDEN et al., 1993). Essa ultima cepa é diversa e se encontra
subdividida em varios genétipos, como por exemplo, wMel, wMel2, wMel3, wMelCS,
wMelCS2 (RIEGLER et al., 2005). Cada cepa pode atuar de maneira diferente em
cada hospedeiro, resultando em diferentes efeitos na ecologia e evolugdo do
hospedeiro (GRUNTENKO et al., 2017).

Um unico hospedeiro pode estar infectado com mais de um tipo de cepa
(coinfecgéo), assim como hospedeiros de uma mesma espécie podem apresentar
infecgdes por cepas diferentes ou ainda hospedeiros de espécies diferentes podem

apresentar infecgdo por um mesmo tipo de cepa (transmissao horizontal) (WERREN
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et al., 2000; MERCOT; CHARLAT, 2004; RIEGLER et al.; 2005). A prevaléncia das
cepas nos hospedeiros é altamente variavel (WEINERT et al., 2015), ocorrendo em
taxas baixas e intermediarias de prevaléncia (HOFFMANN et al., 1996; GIORDANO
et al., 1995; CHARLAT et al., 2004; CATTEL et al., 2016; MEANY et al., 2019), que
comumente estdo correlacionadas com possiveis eventos estocasticos, com a falta
de incompatibilidade citoplasmatica (IC), IC incompleta, e transmissdao maternal
imperfeita (HOFFMANN et al., 1990; CHAMPION DE CRESPIGNY et al., 2005). E
também ocorrendo em altas taxas de prevaléncia, que leva a fixagcdo das cepas nas
populagdes hospedeiras, e normalmente estdo relacionadas com a capacidade de
manipulagcdes reprodutivas e efeitos benéficos dessas cepas aos hospedeiros
(WERREN, 1997; KRIESNER et al., 2013).
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os principais achados do trabalhado foram:

A cepa wStv foi identificada como a unica infectante das 14 populag¢des de D.
Sturtevanti, encontrada sem variabilidade genética pelo marcador 16S rRNA,;

A infecgédo apresentou taxas variaveis (0-70%), com prevaléncia média de 41%;
Efeitos positivos/benéficos, neutros e negativos no valor adaptativo foram
observados entre as populac¢des hospedeiras de D. sturtevanti;

As populagbes com maior prevaléncia apresentaram mais efeitos benéficos e as
com menor prevaléncia mais efeitos negativos em relagéo aos parametros do valor
adaptativo avaliados;

A incompatibilidade citoplasmatica foi induzida de modo parcial nas populacées de
CUR e VIT e nas demais populagdes nao foi observada;

Houve correlacdo entre a variagdo do efeito da infeccado no valor adaptativo e
manipulagdo reprodutiva (IC), com o background genético das populagdes
hospedeiras;

Nao foi observado efeito direto da Wolbachia no parametro de tempo de
desenvolvimento e na indugdo da manipulagdo male-killing nas populagbes
analisadas;

Os nossos resultados indicam fortemente que as aquisi¢des de wStv, por D.
Sturtevanti, assim como as demais cepas das espécies do género Drosophila

avaliadas ocorreram por transmissao horizontal.
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