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RESUMO

A familia Ceratopogonidae é composta de pequenos dipteros Culicomorpha, que
medem de 1 a 6 mm de comprimento, com corpos esguios a moderadamente
robustos. Algumas espécies dessa familia sdo hematéfagas e conhecidas
vulgarmente no Brasil como maruins, mosquitinhos polvora e mosquitinhos de
mangue. Wolbachia sp. sdo um género de bactéria endossimbidtioca, gram-
negativa intracelular obrigatoria de transmissao materna, que infecta os artropodes
e nematdides filarias em todo o mundo e s&o conhecidos por terem efeitos
epidemioldgico importantes na biologia de seus hospedeiros. Até 0 momento, esse
trabalho abordou a detecgéo e caracterizagao de Wolbachia sp. em espécimes da
familia Ceratopogonidae com importédncia médica e veterinaria na Ameérica do Sul,
por este fato, um estudo com levantamento de cepas de Wolbachia sp. O objetivo
deste trabalho foi detectar e caracterizar Wolbachia sp. em ceratopogonideos
hematofagos do Amazonas e Para. Usando um total de 17 ensaios de PCR de
deteccao de Wolbachia de baixa especificidade e sequenciamento de Sanger foram
rastreados os extratos de DNA de 15 espécies de Ceratopogonideos para a
presenca de Wolbachia. As pesquisas do BLAST revelaram que oito dos 48
produtos de PCR amplificados na triagem inicial de PCR eram de origem Wolbachia
e das sequéncias de genes alvo. Quatro dessas sequéncias foram amplificadas de
Culiciodes phlebotomus; a analise filogenética de cada uma das sequéncias de
genes individualmente (nouG, dnaA, aspC e WD 0198) colocou essas sequéncias
em grupos suportados por bootstrap com super clado B de Wolbachia, alterando
essas sequéncias todas derivadas de uma unica cepa de Wolbachia chamada
wCphl. Duas sequéncias de genes do supergrupo B (atpD e coxA) também foram
amplificadas de C. leopoldoi, essas duas sequéncias também sao consideradas
derivadas da mesma cepa de Wolbachia, que denominamos de wCleo. A analise
filogenética com as duas sequéncias de genes amplificadas de uma extragéo de
DNA de Culicoides pseudodiabolicus (ftsZ e nouG) sugeriu que eles pertencem ao
mesmo supergrupo de Wolbachia que wCfed, a cepa de Wolbachia recentemente
encontrada infectando pulgas de gato. A triagem n&o apresentou evidéncias de
infecgcdes por Wolbachia em qualquer uma das outras 13 espécies de
Ceratopogonidae testadas para este estudo. E importante ressaltar que nossos
resultados sugerem que todos os trés vetores da doenga Culicoides que testamos
(C. insignis, C. foxi, C. paraensis, C. phlebotomus) sao livres de wolbachia.

Palavras-chave: Culicoides; Wolbachia sp.; Filogenia.



ABSTRACT

The family Ceratopogonidae is composed of small Culicomorpha Diptera,
measuring 1 to 6 mm in length, with slender to moderately robust bodies. Some
species of this family are hematophagous and commonly known in Brazil as
maruins, gunpowder mosquitoes and mangrove mosquitoes. Wolbachia sp. are a
genus of endosymbiotic bacteria, obligate intracellular gram-negative of maternal
transmission, which infects filarial arthropods and nematodes worldwide and which
are known to have epidemiologically important affects on the biology of their hosts.
So far, no work has addressed the detection and characterization of Wolbachia sp.
in specimens of the family Ceratopogonidae with medical and veterinary importance
in South America, for this fact, a study with a survey of strains of Wolbachia sp. The
objective of this work was to detect and characterize Wolbachia sp. in anthropophilic
ceratopogonids from the Amazonas e Para. Using a total of 17 low-specificity
Wolbachia-detecting PCR assays and Sanger sequencing, | screened DNA extracts
from 15 species of Ceratopogonids for the presence Wolbachia. BLAST searches
revealed that 8 of the 48 PCR products amplified in our initial PCR screening were
of Wolbachia origin and from the targeted gene sequences. Four of these
sequences were amplified from Culiciodes phlebotomus; phylogenetic analysis with
each of the gene sequences individually (nouG, dnaA, aspC and WD 0198) placed
these sequences in bootstrap supported groups with super clade B of Wolbachia,
suggesting these sequences all derive from a single Wolbachia strain named wCphl
here. Two supergroup B gene sequence (atpD and coxA) were also amplified from
C. leopoldoi, these two sequences are also presemued derive from the same
wolbachia strain, which we have named here wCleo. Phylogenetic analysis with the
two gene sequences amplified from a DNA extraction of Culicoides
pseudodiabolicus (ftsZ and nouG) suggested that they belong to the same
supergroup of Wolbachia as wCfeJ, a Wolbachia strain recently found infecting cat
fleas. My screening failed to provide evidence of wolbachia infections in any of the
other 13 species of Ceratopogonidae species tested for this study. Importantly, our
results suggest that all three of culiciodes disease vectors that we tested (C. insignis,
C. foxi, C. paraensis, C. phlebotomus) were wolbachia-free

Keywords: Culicoides., Wolbachia sp., Prevalence, Phylogeny.
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1. INTRODUGCAO

A familia Ceratopogonidae ¢é composta de pequenos dipte
Culicomorpha, que medem de 1 a 6 mm de comprimento, com corpos esguios a
moderadamente robustos (Downes et al., 1981). Algumas espécies dessa familia
sdo hematdéfagas e conhecidas vulgarmente no Brasil como maruins, mosquitinhos
polvora e mosquitinhos de mangue (Downes et al., 1981).

A fauna mundial de Ceratopogonidae é composta 6.267 espécies, sendo
encontrada na regidao Neotropical 1.305 espécies, no Brasil 507 espécies e na
regido Amazodnica 296 espécies (Borkent & Dominiak 2020). Dentre os 112 géneros
dessa familia, quatros possuem espécies hematéfagas em vertebrados, incluindo
o homem; sé&o Austroconops, Forcipomyia do subgénero Lasiohelea, Leptoconops
e Culicoides (Mellor et al., 2000). Na Amazénia brasileira ocorrem os trés ultimos
géneros (Borkent, 2005; Borkent, Spinelli 2007; Pessoa et al., 2012). Os maruins
sao insetos bastante estudados por serem vetores de patdogenos de importancia
médica e veterinaria, transmitindo uma variedade de agentes patogénicos, como
virus, protozoarios e nematoides (Mellor et al., 2000), principalmente por espécies
de Culicoides (Mellor et al., 2000). Devido ao tipo de probdscide, as picadas
causam incobmodos aos hospedeiros e dependendo do grau de sensibilidade dos
mesmos aos componentes da saliva desses insetos, as reacdes podem causar
dermatites alérgicas, papulas, pustulas eczema (Ronderos et al. 2003).
Leptoconops, Forcipomyia e Culicoides transmitem diferentes espécies de filarias
ao homem e outros primatas (Borkent & Spinelli, 2007). Também, espécies de
Culicoides podem estar envolvidas na transmissao da Leishmania Ross (Seblova
et al., 2012;2015; Slama et al., 2014).

Wolbachia sp. € um género de bactéria endossimbidtioca, gram-negativa
intracelular obrigatoria de transmissdo materna, que infecta os artropodes e filarias
em todo o mundo. A Wolbachia € encontrada tanto nos tecidos somaticos quanto
nos reprodutivos (Dobson et al., 2002) de diversas espécies de artropodes e
nematoides (Hilgenboecker et al., 2008).

Cerca de 15-76% das espécies de insetos abrigam Wolbachia sp.
(Hilgenboecker et al., 2008; Werren et al., 1995; Werren, 1997; Bordenstein et al.,
2001; Clark et al., 2001; Stevens et al., 2001). A infestagao por Wolbachia ocorre

em artrépodes de regides geograficas distintas (Prezotto, 2012). Em insetos, por
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exemplo, foram encontrados Wolbachia no Panama, América do Norte, Inglaterra,
Indonésia, Estados Unidos, Australia e Israel (Werren et al.,, 1995; Lewis et al.,
2014; Mee et al., 2015) No Brasil, Lavagnolli et al. (2005) encontraram 45% de
infecgdo numa amostragem de insetos de uma area de mata atlantica no litoral
Norte do estado de Sao Paulo.

Até ressentimento pouco se conhecia sobre Wolbachia em Culicoides, mas
na ultima década ocorreram varios avangos no desenvolvimento no campo. Lewis
et al. (2014) detectaram a presenca de endossimbionte Wolbachia e Cardinium em
Culicoides spp. e Covey et al. (2019) detectaram infecgbes por Wolbachia em mais
nove espécies de Culicoides. Ghosh et al. (2019) conseguiram estabilizar infecgdes
artificiais em células de Culicoides sonorensis, entretanto ainda € pouco conhecido
em Culicoides da América latina.

Na historia recente tiveram varios avangos no controle de arboviroses utili-
zando Wolbachia para criar infec¢des artificiais em mosquitos (Dutra et al., 2016).
Embora Culicoides seja vetor de varios patégenos de importancia médica e veteri-
naria, essa tecnologia ainda n&o se aplica para o controle de doengas transmitidas
por Culicoides (Ghosh et al., 2019). Semelhante a isso, é conhecida que algumas
espécies de mosquitos tenham infeccbes de Wolbachia naturais que tem um
grande efeito no desenvolvimento de patégenos de importancia médica em Plamo-
dium falciparum (Gomes et al., 2017). Mas ainda nada € conhecido sobre infecgdes
naturais em Culicoides de importancia médica e veterinaria na América Latina, e
podem ser um impacto epidemioldgico nas doengas regionais (Gosh et al., 2019;
Lewis et al., 2014; Covey et al., 2019).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CERATOPOGONIDAE

Os maruins sao insetos holometabolos (Figura 1). As fémeas adultas, por
sua vez, precisam fazer uma refeicdo de sangue para amadurecer seus foliculos
ovarianos (Mellor et al., 2000). As larvas e pupas de maruins podem desenvolver-
se em ambientes com agua ou semiaquaticos, dentre rios, pogas, correntezas,
brejos, lamacais, praias, pantanos, buracos de arvores, esterco de animais e

tecidos de frutas ou outros vegetais em decomposi¢cdo (Mellor et al., 2000).

A B - C D

\’( '
\ ;S’* 3

Figura 1: Ciclo de vida do maruim nas fases- A: ovos, B- larva, C- pupa e D- adulto fémea C. insignis. (Fonte: EDTA)

Na Amazébnia brasileira, podem ser encontrados em diversos substratos,
como inflorescéncia de Heliconia (helicbnias), cascas de frutos de Theobroma
cacao Linn. (cacau), troncos de Musa paradisiaca Linn (bananeira) em
decomposi¢cdo, Guzmania brasigiensis Ule (bromélias epifitas e terrestres) e
Serapilheira (Spinelli et al., 2007; Torreias & Ferreira-keppler 2011). A maioria das
espécies de Culicoides sao de habito crepuscular, sendo encontradas ao
entardecer e ao amanhecer. Embora algumas espécies possuam habitos diurno,
como Culicoides paraensis (Goeldi) e Leptoconops brasiliensis (Lutz) (Trindade
&Gorayeb 2005).

Entre os Ceratopogonidae hemat6fagos a maioria das espécies pertencem
ao género Culicoides, com cerca de 1.400 espécies registradas em todo o mundo,
(Mellor et al., 2000). Sobre o género Leptoconops existem 12 espécies na regiao
Neotropical, distribuidas em quatro subgéneros, com apenas as espécies L.
knowltoni Clastrier & Wirth, registradas no Estado de Santa Catarina e L.

brasiliensis (Lutz), tendo registros no Acre, Amazonas e Para. Essas espécies
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também ocorrem na Argentina e no Uruguai (Trindade & Gorayeb 2005; Pessoa et
al., 2012; Farias et al., 2015).

Existem mais de 50 arbovirus que foram isolados em Culicoides, dentro das
familias Bunyaviridae (20 virus), Reoviridae (19 virus) e Rhabdoviridae (11 virus)
(Meiswinkel et al., 1994), entre eles o virus da Lingua Azul em ruminantes
domésticos e selvagens, virus da febre catarral (VFC), virus da doencga
hemorragica epizootico (EHDV), virus da encefalomielite equina (EEV) e o virus
Oropouche, em humanos (Mellor et al., 2000).

Estudo feito por Rebélo et al. (2016) relataram a presenca de DNA de
Leishmania em Culicoides spp. pela primeira vez no Brasil. Também, detectaram
DNA de Le. braziliensis em C. foxi Ortiz, C. ignacioi Forattini e C. insignis, enquanto
Le. amazonensis (Lainson & Shaw) o DNA foi detectado em C. filariferus Hoffman
e C. flavivenulus Lutz. Essas duas espécies de Leishmania sao conhecidas como
agentes etiologicos da leishmaniose tegumentar americana.

Culicoides insignis é vetor do virus da lingua azul em ruminantes domésticos
e selvagem da Américas Central e do Sul. Corréa et al. (2007) estudaram a
incidéncia de dermatites alérgicas em ovinos ocasionadas por picadas
de Culicoides insignis Lutz no Sul do Brasil. Felippe-Bauer e Sternheim (2008)
coletaram C. insignis buscando repasto sanguineo nas partes expostas do corpo
das pessoas e algumas desenvolveram dermatite inflamatéria (eczema) devido a
reacao alérgica causada pelas picadas. Rebelo et al., (2016) encontraram espécies
do grupo guttatus positivos em infeccao natural por Leshmania, C. insignis, C.
ignacioi e C. foxicom com DNA de L. braziliensis e C. filariferus e C. flavivenula com
DNA de L. amazonenses.

Culicoides paraensis é a espécie mais importante de Ceratopogonidae
devido a sua importancia médica na Regiao Neotropical. Essa espécie transmite
Mansonella ozzardi em seres humanos na Argentina (Shelley & Coscarén 2002) e
infecgbes por virus Oropouche (ORO) no Panama, Peru e Brasil. Essa doenca viral
€ uma séria ameaca a saude publica em areas tropicais e subtropicais da América
Central e América do Sul (Pinheiro et al., 1981)

No Brasil, foram relatadas de 1960 a 1980 epidemias de ORO no estado
Par4, regido Norte do Brasil. Durante as ultimas décadas, o virus ORO se espalhou
para os estados vizinhos do Amazonas, Amapa, Acre, Rondbnia, Maranhdo e

Tocantins (Nunes et al. 2007). Em relagdo aos vetores de filarias que transmitem
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Mansonella ozzardi além de Simulideos sao: Culicoides insinuatus (Colémbia); C.
guttatus (Guiana, Suriname e Venezuela); C. paraensis (Guiana Francesa,
Argentina e Bolivia); C. debilipalpis ( Bolivia e Argentina); C. lahillei (Argentina); C.
furens (Haiti e Sao Vicente); C. barbosai (Haiti); C. paraensis (Sao Vicente); C.
phebotomus (Trinidad) e Leptoconops bequaerti (Haiti) (Linley et al., 1983;Lane,
Crosskey, 1990;Crosskey, 1993).

Culicoides phlebotomus € uma espécie bem conhecida na regido Neotropical
por atacar humanos e caes em praias marinhas, € também conhecida por atacar
tartarugas marinhas que vao a praia para depositar seus ovos (Borkent e Spinelli
2007). Trindade e Gorayeb (2005) estudaram os ceratopogonidae hematdgagos de
duas areas costeiras do Estado do Para: uma do litoral Atlantico, onde registraram
seis espécies, sendo as mais abundantes C. maruim Lutz e C. phlebotomus
(Williston), e a outra do estuario do rio Para, onde registraram 14 espécies, sendo
C. batesi Wirth & Blanton a mais abundante; e Leptoconops brasiliensis (Lutz), que

foi a Unica espécie comum a esses dois ambientes estudados.

2.2. WOLBACHIA

As bactérias Wolbachia sao da classe Proteobacteria, ordem Rickettsiales e
familia Rickettsiaceae (Werren et al., 2008). Esta classe constitui o maior grupo
taxonbmico de bactérias e contém as espécies mais relevantes para a saude de
humanos, animais e plantas. Representa ainda o conjunto com maior diversidade
metabdlica e ecoldgica (Funke et al.,2005). Lefoulon et al. (2020) fizeram duas
analises filogendmicas: uma utilizando 367 genes de 25 cepas de Wolbachia (que
podem ser consideragdo um padrao de ouro para classificagdo de Wolbachia) e a
outra de 160 genes que podem ser considerado uma analise muito robusta que
permite inclusdo de 49 cepas de Wolbachia e dessa forma permite reconhecimento
de mais supergrupos de Wolbachia. (figuras 2 A e 2 B).

Como foi observada nas analises anteriores que usaram multi locus
sequence typing (MLST) (Crainey et al., 2010), na analise de Lefoulon et al. (2020),
supergrupos “A” e “B” so tinha artropodes (figuras 2A e 2B); e as Wolbachia em
supergrupos “C” e “D” todos pertencem em nematoides. Na analise filogenémica

de 367 genes os supergrupos “‘E” e “F” sdo so representados com uma cepa de
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Wolbachia (figura 2A), mas na analise flogenémica de 160 genes supergrupo “F”
pode ser visto de incluir ambos Wolbachia que pertencem de nematoides e

artropodes.

(@) 101,894 amino-acid sites (367 single-copy orthogroups)
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Figura 2A. Arvore filogenética dos supergrupos (A-F e J) de Wolbachia baseada na concatenacéo

de seis genes. (Fonte: Lefoulon et al., 2020a)
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(b) 37,611 amino-acid sites (160 single-copy orthogroups)
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Figura 2B. Arvore filogenética dos supergrupos (A-F, J, L, S) de Wolbachia baseada na

concatenacgao de 160 genes. (Fonte: Lefoulon et al., 2020b).

Wolbachia possui uma ampla gama de interagées com seus hospedeiros que
vao do mutualismo ao parasitismo (Werren et al. 1995). Nos artrépodes, as bacté-
rias Wolbachia sp.se comportam geralmente como parasitas reprodutivos, tendo
efeitos fenotipicos em seus hospedeiros (Werren et al. 2008).

A habilidade para garantir a prépria sobrevivéncia deve-se, em parte, ao fato
de manipular geneticamente seus hospedeiros artrépodos, produzindo fenétipos
(figura 3) como: incompatibilidade citoplasmética (IC), entre esperma e ovo,
efeito mais frequentemente encontrado, o qual evita que machos infectados tenham
sucesso no cruzamento com fémeas que ndo sao infectadas ou que ndao possuam
0 mesmo padrao de infec¢do por Wolbachia sp.; partenogénese, a qual elimina a
participagdo dos machos na reprodugédo; feminizagao, resultado da transformacéo
da prole de machos em fémeas e morte de machos, onde em uma prole, os indi-
viduos competem pela vida, os machos infectados séo eliminados e as fémeas fa-

vorecidas (Clark, 2007; Werren; Baldo; Clark, 2008). Coletivamente esses fenotipos
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sao referidos como parasitismo reprodutivo e todos contribuem para o aumento de

fémeas infectadas e permanéncia do endossimbionte na natureza.
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Figura 3: Fendtipos induzidos por Wolbachia. Nota: Quatro distintos fenétipos reprodutivos séo ob-
servados em uma gama de ordens de artropodos. Feminizac&o (Hemiptera, Isopoda e Lepidoptera).
Partenogénese (Acari, Hymenoptera e Thysanoptera). Morte de machos (Coleoptera, Diptera, Lepi-
doptera e Pseudoscorpione). Incompatibilidade citoplasmatica (Acari, Coleoptera, Diptera, Hemip-
tera, Hymenoptera, Isopoda, Lepidoptera e Orthoptera). Fonte: Googles
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Dentre varias espécies de artrépodes encontraram uma variagao ou muito
alta (>90%) ou muito baixa (<10%) de individuos infectados. Wolbachia tém o
potencial de modular os principais parametros da capacidade vetorial dos
artrépodes. Entao, a infecgao com certas cepas de Wolbachia sp. pode levar a uma
diminuicdo na sobrevivéncia dos artropodes, como no Aedes aegypti (Mcmeniman
et al., 2008).

A abordagem para controle de doengas veiculadas por insetos vetores que
consiste na utilizagao da bactéria Wolbachia pipientis, como uma medida de dimi-
nuigao ou bloqueio da transmiss&o de patdégenos, tem sido amplamente utilizada
contra Dengue, Chikungunya, Plasmodium e, mais recentemente, contra os virus
Zika e Mayaro (Bian et al., 2013, Dutra et al., 2016, Pereira et al., 2018). Nas ultimas
décadas, o endossimbionte Wolbachia sp. tem despertado o interesse nas pesqui-
sas cientificas, principalmente por causa da sua vasta abundéancia, dos efeitos di-
versos nos hospedeiros, que vao da manipulagao reprodutiva ao mutualismo, e dos
potenciais aplicagdes no controle de pragas e doengas transmitidas por vetores
(Bourtzis 2008). Ghosh et al. (2019) conseguiram infectar duas linhagens celulares
de Culicoides sonorensis (W3 e W8) com infeccao por Wolbachia (walbB) de célu-
las doadoras de Aedes albopictus (Aa23) demostrando que a capacidade de Culi-
coides pode ter utilidade de uso de Wolbachia para uma substituicdo populacional
para limitar a transmissao de doencas vetorizadas por C. sonorensis.

Gomes et al. (2017) estudaram uma cepa Wolbachia de ocorréncia natural
(WAnga-Mali) que foi identificado em mosquitos de Anopheles gambiae e
concluiram que a infeccdo por Ana-Mali ndo limita os estagios iniciais do
Plasmodium de infeccao do mosquito, mas tem um forte efeito sobre esporozoitos
e reduz a transmissao da malaria.

Estudos que detectaram a presenca de endossimbiontes Wolbachia sp. em
Culicoides foram feitos por Nakamura et al. (2009) na Asia; Lewis et al. (2014) de-
tectaram o mesmo endossimbionte em Culicoides no Reino Unido. Covey et al.
(2019) detectaram infecgbes por Wolbachia em nove espécies de Culicoides. A pre-
senca de Wolbachia nas populagdes de Culicoides sugere a necessidade de mais
investigagdes com uma estratégia para limitar a transmissao de doengas transmiti-
das por Culicoides.

A infecgcao natural pode causar um bloqueio no desenvolvimento dessa

doenca que é transmitida por Wolbachia nos artrépodes tendo um impacto
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epidemioldgico. Ainda nao foi bem explorado esse assunto e no Brasil ndo temos

estudos.

3. JUSTIFICATIVA

O potencial da Wolbachia como ferramenta para o controle de doencgas ja foi
claramente demonstrado para os mosquitos (Caragata et al., 2021). Aedes aegypti
artificialmente infectados com Wolbachia estdo sendo usados para controlar
doengas transmitidas no mundo todo (Caragata et al., 2021). Até agora, a
Wolbachia nunca foi utilizada para controlar qualquer tipo de doencga transmitida
por insetos de familia Ceratopogonidae, no entanto, trabalhos recentes de Gosh et
al. (2019) demonstraram que infecgbes artificiais por Wolbachia podem ser
estabelecidas em insetos dessa familia. Os mesmos insetos da familia
Ceratopogonidae, artificialmente infectados com Wolbachia para o controle de
doencgas transmitido por esses artropodes sera claramente uma possibilidade no
futuro proximo (Ghost et al., 2019).

Até recentemente, pouco se conhecia sobre infec¢gdes naturais em insetos
de familia Ceratopogonidae. Nos ultimos sete anos varias novas cepas foram
relatadas de diversas regides de mundo (Covey et al., 2020; Ghosh et al., 2019 e
Lewis et al., 2014). E especificamente na Amazoénia Brasileira nunca houve um
estudo investigando a presenga dessas bactérias em insetos hemtéfagos. Como
alguns desses insetos sao envolvidos na transmissao de doengas humanas, como
virus Oropouche, a detecgéo natural de Wolbachia (que sado conhecidos por serem
capazes de afetar aspectos epidemiologicos importantes da biologia dos insetos
hospedeiros) em maruins pode ajudar a entender a epidemiologia dos patégeno
transmitida por esses insetos (Covey et al., 2020; Ghosh et al., 2019 e Lewis et al.,
2014).

Neste estudo foi utilizado uma bateria de 17 ensaios de PCR para tentar
detectar a Wolbachia em 15 espécies de Ceratopogonidae que picam os seres
humanos na Amazénia brasileira. Algumas das espécies que testamos sao
conhecidas por terem um papel na transmissao de doengas humanas; todas as

espécies tém o potencial de serem vetores de doengas infecciosas emergentes.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Detectar e caracterizar Wolbachia sp. em ceratopogonideos hematéfagos.

amazonicos.

4.2 Objetivos Especificos

Detectar Wolbachia em maruins (Culicoides e Leptoconops) hematéfagos
amazonicos usando um screening preliminar de 17 ensaios de PCR de baixa
especificidade de 15 espécies de ceratopogonidae
Verificar a deteccdo de Wolbachia do screening preliminar com busca de
BLAST
Caracterizar sequencias individuais de Wolbachia obtidos de screening em
Culicoides eLeptoconops hematdfagos amazdnicos usando andlises filoge-
néticas
Caracterizar em detalha novo cepas de Wolbachia isoladas de Culicoides e
Leptoconops Amazonicos usando MLST
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5. METODOLOGIA

5.1. Area de estudo e aspectos éticos

A parte laboratorial deste projeto foi realizada nas dependéncias da
fundacdo Oswaldo Cruz/Instituto Lebnidas e Maria Deane FIOCRUZ/ILMD
utilizando espécies de Ceratopogonidae coletados no Para e Amazonas. A captura
desses vetores foi realizada com aprovagao do SisBio (Licenga permanente para
coleta de material zooldgico): Numero: 12186-1. E o SISGEN Registro das espécies

em processo.
5.2. Procedimentos
5.2.1 Coleta de insetos

As coletas ja foram realizadas nos anos de 2016-2019, no periodo noturno
em diferentes municipios da Amazénia brasileira: Oriximina, Itaituba, Sapucaia,
Nhamunda e Obidos, Estado do Para e no municipio de Presidente Figueiredo,
Estado do Amazonas. Os insetos foram coletados nos seus habitats naturais, areas
florestais e em ambientes de peridomicilio usando armadilhas do tipo CDC
luminosa, no horario de 18:00 as 06:00 e apds capturados, foram inseridos em
frascos contendo alcool absoluto e transportados para o laboratério aonde foram
identificados.

A confeccdo do mapa incluindo os locais de coleta de maruins foi feito pelo

programa Simple mappr (https://www.simplemappr.net/).

5.2.2 |dentificagdo taxonémica

A identificacdo morfoldgica, dos Culicoides e Leptoconops, foi feita através
de caracteres como disposi¢ao das manchas nas asas, comprimento e relacao
costal da asa, a relacdo do comprimento da probdscide/comprimento da cabecga,
separacao dos olhos, forma e relagao palpal: comprimento do 3° segmento do
palpo/largura do mesmo e variabilidade do 6rgdo sensorial; comprimento dos
segmentos flagelares e distribuigdo das fossetas sensoriais nos segmentos
antenais; coloragao do torax e halteres; a coloracédo das patas, o comprimento dos

segmentos tarsais e o numero de cerdas no pente tibial; 0 numero, comprimento e


https://www.simplemappr.net/
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forma das espermatecas da genitalia feminina; e a forma da genitalia masculina.
Utilizamos as chaves de identificagdo e classificagao (Spinelli et al. 1993;

Spinelli et al., 2005; Veras 2001 e Felippe-Bauer et al. 2009, 2013), e artigos com

descricdo de espécies (tabela 3 forneceu uma lista das 15 espécies de

Ceratopogonidae hematofagas utilizados nesse estudo).

5.2.3 Extracdo de DNA

Os insetos inteiros foram macerados com pistilos estéreis e submetidos a
extracdo de DNA utilizando o kit Dneasy® Blood and Tissue (QIAGEN) seguindo as
recomendagdes do fabricante. As amostras foram identificadas e depois
armazenadas em microtubos. Posteriormente, adicionados 180 ul de ALT e 20 pl
de proteinase K, agitados e aquecidos em termobloco a 56° C (overnight de 18
horas e repouso de 5 minutos nas duas etapas finais antes da centrifugacao) para
lise completa das células. No dia seguinte, foram adicionados 200 ul de tampao AL
e 200 ul de alcool absoluto. Todo o conteudo dos microtubos foram transferidos
para uma coluna mini spin e centrifugado a 8.000 rpm durante 2 minutos. Foram
realizadas duas lavagens através da adicdo de 500 ul de tampao AW1 e AW2 com
as respectivas centrifugacdes: 8.000 rpm (2 minutos) e 14.000 (4 minutos). Por fim,
uma nova transferéncia de coluna e adigdo de 100 ul d e 4gua auto clavada com
centrifugacéo a 8.000 rpm durante 2 minutos. Todos os extratos de DNA utilizados
nesse estudo ja foram testados para presenga de DNA amplificado utilizando CO1
PCR. Para isso usamos 5ul de Extrato de DNA. O mesmo método foi utilizado

para pools e para as espécies individuais.

5.2.4. Condi¢ao padrao de reagao de PCR

Todas as PCRs para deteccdo das bactérias foram realizadas para um
volume de reacao de 50 pl, utilizando o kit GoTag® DNA Polymerase (Promega,
EUA), segundo as instrugdes do fabricante: 10 ul de tampé&o para PCRm [5x]; 0,5
Ml de cada um dos primers em concentragdo de 100uM; 4 pl de MgCl2 em
concentracdo d 25mM; 1ul de DNTPs em concentracdo de 10mM; 0,2ul de GoTaq
Polimerase em concentragcao de 5U/uL; 5ul de extratos de DNA de Culicoides e

28,84l de agua destilada estéril. Cada extrato de DNA de 15 espécies foi preparado
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em pools. Pools foram compostos de 50 ul de extratos de DNA usando 15

individuos de cada espécie.

5.2.5. PCR screaning para Wolbachia usando baixa temperatura de

anelamento.

Iniciamos com uma selecdo de sequéncias-alvo para deteccao de
Wolbachia sp., e escolnemos as que tinha utilidade taxondmica comprovada nas
analises filogenéticas utilizada no protocolo padrao de MLST (Borderstein et al.,
2009, Leles 2019 e Ferreira 2021). Ao total 17 ensaios de PCR foram aplicados
utilizando um unico protocolo de PCR (tabela 1) e reacdo de mix padrao (citada no
5.2.4). Todos os 17 ensaios foram “nested” PCRs com duas etapas de reagao. A
primeira reagcao de PCR projetada para amplificacdo de um fragmento de PCR
entre ~600 e ~900pb em tamanho e a segunda projetada para amplificar um
fragmento interno entre ~200 e 500pb em tamanho. A primeira amplificagdo
amplificou produtos de PCR utilizando 5ul de extrato DNA de Culicoides e
Leptoconops, a segunda reagcao amplificou produtos de PCR utilizando 2ul produto
da primeira reagao de PCR.

Na tabela 2 estdo listadas as sequencias, primers e alvos utilizado para
estes 17 ensaios. Os primers foram desenvolvidos por Leles (2019) e Ferreira
(2021).

Tabela 1. Ciclagem para identificagdo de Wolbachia com técnica MLST

REAGAO PROTOCOLO
95°C - 50 segundos 39 CICLOS
50°C - 50 segundos
1e2*
72°C — 1:10 minutos

72°C — 10 minutos 1 CICLO

*PCR tipo Nested realizado em 2 etapas. 1° PCR utilizando como amostra DNA extraido, 2° PCR utilizando como amostra
amplicons provenientes da 1° reagao
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Tabela 2. Alvos e sequéncias iniciadoras analisadas para a detecgao de Wolbachia
sp. nas amostras de Culicoides. e Leptoconops .

ALVO SEQUENCIA Banda (pb) Atuagido
Ftsz_ UNI_F1: GGAGCATATAAAAGATAGTCAT 1° Ciclo: Proteina de
FtsZ UNI_R1: ATCRATRCCAGTTGCAAG ~850pb membrana para
FtsZ
FtsZ_int F2: CTTTTCATCACGGCAGGAAT 2° Ciclo: divisdo celular
FtsZ_int R2: ATCTTCTCCCTCCGCTTCTC ~602pb bacteriana
Wd0183_F1: C(R)AGGCTGGAGTTAGTCAGG 1° Ciclo:
proteina CcmE da
Wd0183_R1:T(KS)(Y)ACC(M)ATTGCAAATTCA ~750pb
Wd0183 biogénese do
Wd0183 INT_F2: TTTTTGCTTGG(Y)GGAGTAGT 2° Ciclo:
citocromo tipo C
Wd0183_INT_R2: GACGTCA®TTCCGTTC(Y)TGT ~500pb
CoxA _F1: GCCCCATTTGAAGAGGTGTA 1° Ciclo:
CoxA _R1: TCGCTTTAGCGGTRCT(T/G)GCT ~850pb Citocromo c oxidase
CoxA
CoxA _INT_F2: GTCGGGTATACGCCTT(A/G)GCA 2° Ciclo: Subunidade 1
CoxA_INT_R2:TTGGTCA(T/G)CC(T/G)GAAGTTTAC  ~650pb
DnaA F1: TCCAATACCAGGMAAGCAACC 1° Ciclo:
DnaA_R1: CTTACAAGACCRCGAAGCCT ~730pb  ATPase iniciadora da
DnaA
DnaA _F2:TCTCCTAGYGATCTTGATGGA 2° Ciclo: replicacao
DnaA_R2: GGARTGCATATCYGCYGCWACTTTT ~375pb
FabK_F1:TTGGCRTAATTGCATGTKGT 1° Ciclo:
capk  FaPK_R1: CTTTGGCCTGCCATTAAAGA ~780pb  Trans-2-enoil-ACP
a
FabK_F2:GGYGGRYTACCGACAAAACC 2° Ciclo: redutase fabK
~420pb

FabK_R2: TGGAATTACAGGAAAATCAGMA



NouG

NuoD

PdhB

SucB

NadH

HcpA

NouG_F1:TAA(Y)GGATCTTGACCGATGA
NouG_R1: TT(Y)GGGCCACTTATTGAAAC
NouG_F2:GCATT(Y)TCTAT®CCCT(S)A(RY)

NouG_R2: GTGGGAAGTGCGATCAGAGT

NuoD_F1:TTGGAGCGATRACTCCTCTT
NuoD _R1: GCAAGCATGTG(Y)CCTTTT
NuoD_INT_F2:TATTAGGCCAGGTGGAGTGG

NuoD_INT_R2: GTTTTCATCTC(Y)GCTCTTGG

PhB_F1:CGAAAGGATTGCTGAAGGAG
PhB_R1:ACCCTCTTCTACGCTGACCA
PhB_INT_F2:GGATTTGCTGGTCTTGCTGT

PhB_INT_R2:TT(R)CATC(Y)TTTCCTTC(Y)CGT

SucB_F1:TTGCGGAGGGTTTAT(K)ATCG
SucB_R1:CTGACAAAACAGCGCTTGAA
SucB_INT_F2:TC(R)GCACTCCGAATAACCGG

SucB_INT_R2:GCTGAACA(R)CCTGC(R)GT(RR)A

NadH_F1:GGTGTACATTGCCCACATGA
NadH_R1:TCTGGCTGGAAGAGCAAACT
NadH_INT_F2:AAGACCCGCGTATCAC

NadH_INT_R2:GCCTGTAAATCGGGCTATGA

HcpA_F1:TCTCAAAAATTTACGAAGCTCAT
HcpA_R1:GCTCTTCGACCAATGCAGAT
HcpA_INT_F2:ATCCACGTCTTCGTTCTGCT

HepA_INT_R2:GCATCACGCACTTTACCAAA

1° Ciclo:

~940pb

2° Ciclo:

~410pb

1° Ciclo:

~750pb

2° Ciclo:

~440pb

1° Ciclo:

~680pb

2° Ciclo:

~400pb

1° Ciclo:

~850pb

2° Ciclo:

~400pb

1° Ciclo:

~720pb

2° Ciclo:

~400pb

1° Ciclo:

~600pb

2° Ciclo:

~420pb
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Wd0237_F1:GAATGCTCGACATTGGGTTT

Wd0237_R1:GGCTGGATCCAAGTG(R)TAAA
Wd0237

Wd0237_INT_F2:TCAGGCTGCAAATTTTTC

Wd0237_INT_R2:AATTGGTTTGGTTTCGCTGA

Wd1005_F1:GGTAGCGGCACTTCAAGAAA

Wd1005_R1:CAGCGTATAAGCTCTCCAACC
Wd1005

Wd1005_INT_F2:TGATG(Y)GCTGGAGAG(R)TATG

Wd1005_INT_R2:AGATTGTGTAGCGGGCAAGT

Wd0198_F1:TGGTCTCACGGAATTTCTCC

Wd0198_R1:TTCCGGCTAACCCTAACGAA
Wd0198

Wd0198_INT_F2:CCTCAAGGTAAAGGCCACAA

Wd0198_INT_R2:CTGTAGCAACACGTGCCATT

AspC_F1:AAGCCATCACCTACGATTGC

AspC_R1:A(Y)TCTCCAGCCTGTCAT(Y)GC
AspC

AspC_INT_F2:GCGTTTTAGCTGCAGGAGAG

AspC_INT_R2:CGTG(R)GGATATTC(M)AGCAAT

AspS_F1:CCGGAGTCGAGGTGATA

AspS_R1:ATC(Y)CC®GGCTCT(R)T(R)TTCG
AspS

AspS_INT_F2:AAAGTGTTCGCCAAATTTTCTC

AspS_INT_R2:GAAGCT(K)CGTGGTTCCTCT(K)

AtpD_F1:TCCCCATTTCAGCTATTTGC

AtpD_R1:TGAGTGTGGT(Y)CGCTGAAAG
AtpD

AtpD_INT_F2:GTTGCAGGAGCTGGATCAGT

AtpD_INT_R2:AGA(R)AG(R)ACGCGTGAAGGTA

5.2.6. Eletroforese

1° Ciclo:

~900pb

2° Ciclo:

~440pb

1° Ciclo:

~800pb

2° Ciclo:

~400pb

1° Ciclo:

~600pb

2° Ciclo:

~480pb

1° Ciclo:

~700pb

2° Ciclo:

~480pb

1° Ciclo:

~920pb

2° Ciclo:

~250pb

1° Ciclo:

~730pb

2° Ciclo:

~400pb
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Os produtos de PCR foram analisados usando eletroforese em géis de

agarose de 1% em tampao TAE. A eletroforese foi realizada em cubas horizontais
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contendo solucdo TAE1x como tampéao de corrida dos quais foram feitas em 30
minutos. Os géis foram corados com o GelRed, os quais foram visualizados em um
transiluminador (UV 302nm T26M). (veja no anexo 1 figuras 7,8,9,10,11,12,13 e 14).

5.2.7. Purificagao de produtos de PCR e sequenciamento de Sanger

Os produtos de PCRs que apresentaram banda unica e tamanho conforme
esperado foram purificadas através do kit QIAquick PCR Purification. As amostras
selecionadas foram sequenciadas pelo método Sanger na Plataforma Gendmica
do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FioCruz) utilizando o kit BigDye Terminator v3.1.
Os produtos da reacao de sequenciamento foram precipitados com EDTA/Etanal,
seguindo o protocolo de Platt (2007), com modificagdes; por fim, foram
sequenciados em ambas direcdes (senso e antisenso) no sequenciador automatico
DNA ABI PRIM 3130xI (Applied Biosystems).

5.2.8. Analise preliminar de sequéncias de DNA

As sequéncias de DNA obtidas da reagdo de sequenciamento Sanger
foram extraidas dos seus cromatogramas no formato FASTA utilizando o programa
Chromas lite. Sequéncias senso e antisenso foram alinhadas utilizando o programa
ClustalX (versao 2.1) e utilizadas para formacgao de fita consenso no programa
GenDoc (versao 2.7). As fitas consenso foram comparadas com sequéncias
disponiveis no banco de dados Genbank utilizando os programas BLASTn e
BLASTx. As sequéncias consenso com melhor correspondéncia com sequéncias
de Wolbachia sp. foram alinhadas junto a 25 sequéncias de genes ortdlogo

recuperadas do banco de dados Genbank para andlise filogenética.

5.2.9. Analise filogenética de genes de Wolbachia sp.

As analises filogenéticas foram realizadas utilizando oito sequéncias de
Wolbachia sp. obtidas deste estudo. Ao total, 10 arvores filogenéticas de Maxima
Verossimilhanca foram criadas a partir de dez alinhamentos gerados, sendo trés

arvores filogenéticas baseadas em MLST (genes concatenados) e sete arvores
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utilizando as sequéncias individuais de cada gene.

A arvore filogenética construida utilizando o gene de Wolbachia sp. nouG
contém sequéncias isoladas das espécies Culicoides pseudodiabolicus e
Culicoides phlebotomus genes ortélogos de 25 linhagens de Wolbachia sp. com
sequéncias completas disponiveis no banco de dados Genbank. As seis arvores
filogenéticas restantes utilizando genes individuais, foram construidas utilizando
uma unica sequéncia de Wolbachia sp. alinhada as 25 sequéncias ortélogos de
mesmas cepas de Wolbachia que foram utilizados na analise de gene nouG. As
trés arvores filogenéticas MLST construidas a partir da concatenagao das
sequéncias de multiplos genes também incluiram a concatenagdo dos genes
ortdlogos obtidos das mesmas 25 cepas de Wolbachia para analise de Lefound et
al., (2020) (veja na figura 2).

As 10 arvores filogenéticas deste estudo foram construidas a partir do
alinhamento feitas usando o programa ClustalX (versao 2.1). As arvores foram
construidas no método de Maxima Verossimilhanga no programa dnaml do pacote
de programas PHYLIP (versao 3.698). A robustez dos grupos filogenéticos foi
avaliada por analise de bootstrap utilizando o programa seqboot (pacote Phylip)
que producao de 1000 réplicas por cada alinhamentos. Foram utilizado o programa
Consense (pacote Phylip) para gerar uma arvore de consenso das 1000 arvores
produzidas com as réplicas de alinhamento. Para visualizagao das arvores geradas

foram utilizados dois programas treeview (versao 1.4.4) e FigTree (verséo 1.4.4).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 O isolamento de sequéncias de Wolbachia sp. a partir de trés espécies
diferentes de Culicoides spp.

Embora a triagem inicial de PCR para MLST de 15 espécies (veja no anexo
2 tabela 3) de Ceratopogonidae tenha gerado um total de 46 amplicons de 13 das
15 espécies, apos a analise de BLAST com das sequéncias, ficou aparente que
apenas oito desses produtos de PCR eram de genes de Wolbachia sp. A maioria
dos produtos de PCR restantes n&o gerou leituras com sequéncias de qualidade
suficiente para que sua origem pudesse ser determinada. No entanto, os produtos

que geraram sequéncias com qualidade razoavel, mostraram evidéncias de
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amplificacdo néo especifica. Algumas das sequéncias amplificaram, por exemplo,
a sequéncia gendmica associada a “Culicoides sonorensis”, que atualmente é
objeto de um projeto de genoma (Gosh et al., 2019). Uma provavel sequéncia do
gene da enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3) de origem fungica também
foi amplificada de forma nao especifica.

Apenas 17% dos produtos de PCR (8/46) selecionados para
sequenciamento foram confirmados como derivados de sequéncias de Wolbachia
sp., esse resultado nao foi inesperado dadas as baixas temperaturas de
anelamento usadas nos protocolos de PCR aplicados para triagem de alvos de
Wolbachia sp. baseado em MLST neste estudo (Lefoulon et. al. 2020). Como essa
abordagem foi deliberadamente desenhada para maximizar a possibilidade de
amplificacdo de sequéncias de Wolbachia sp., o fato de haver amplificagdo nao
especifica pode ser interpretado como evidéncia de que esses protocolos estavam
de fato alcangando o objetivo de ndo serem excessivamente especificos. Dado que
minha PCR screening testou a presenca de 17 genes e o fato de todas as espécies
positivas terem sido positivas com mais do que um alvo, os resultados obtidos
sugerem fortemente que as 13 espécies que testaram negativo no screening sé&o
realmente negativas para Wolbachia. Esta observacdo ¢é particularmente
importante para as espécies C. insignis, C. foxi e C. paraensis que tem importancia
meédica e, portanto, poderiam ser alvos de programas de controle baseados em
Wolbachia. Embora, em teoria seja possivel introduzir infecgdes artificiais de
Wolbachia em vetores que ja apresentam infecgdes naturais, isso ainda nao foi
comprovado (Caragata et al 2021). Até o momento, todos os programas de controle
de doencas que usam a Wolbachia para reduzir a transmissao da doenga tém como
alvo as espécies de vetores que ndo estdo naturalmente infectadas com a
Wolbachia (Caragata et al 2021). Entao, resultados obtidos nesse estudo apoiam a
possivel utilizacdo dessa tecnologia para controle de doengas que esses vetores

transmitem.
6.2 Classificacdo molecular de uma nova cepa de Wolbachia sp. (wCphl)
de Culicoides phlebotomus

Consistente com a hipotese de que todos os quatro genes amplificados de

C. phlebotomus, pertengam de uma unica cepa de Wolbachia sp. infectando dessa
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mesma espécie, todas as quatro arvores construidas com genes individuais
colocaram o C. phlebotomus no supergrupo filogenético B de Wolbachia sp. (veja
o anexo 3, figura 14,15,16 e 17). Ambas as arvores filogenéticas dos genes dnaA
e aspC, (figura 4) criam os mesmos super agrupamentos filogenéticos produzidos
pela analise filogenémica de Lefoulon et. al. (2020) com alto suporte de bootstrap.
Além disso, em ambas as arvores, os genes de Wolbachia recuperados por esse
estudo podem ser visto como agrupado com supergrupo B. Embora o super
agrupamento de nouG e WD 0198 (analisados individualmente) ndo sejam
idénticos aos de Lefoulon et. al.,, (2020) e, portanto, essas classificagdes
filogenéticas ndo podem ser consideradas confiaveis como aquelas para dnaA e
aspC), ambas as arvores colocam claramente as sequéncias recuperada por esse
estudo em supergrupo B de Wolbachia sp. Entdo toda essa analise de genes
individuas surgi fortemente em C. phlebotomus que esta infectado com uma cepa
de Wolbachia que pertence ao supergrupo B e que é a partir desse momento é
chamado de wCphl.

A Figura 4 mostra uma arvore representativa de Maxima Verossimilhanga
construida a partir de um alinhamento concatenado de quatro sequéncias de genes
de wCphl. (nouG, dnaA, aspC e WD 0198). As classificagdes filogenéticas do
supergrupo (A-F e G) que foram produzidas na analise filogenémica de Lefoulon et
al. (2020) podem ser vistas nesta figura. E importante notar que todo esse
agrupamento de supergrupos é altamente suportado com analise de bootstrap que
significa essa classificacdo de MLST pode ser considerada muito robusta. Ainda
mais importante de se notar que essa analise de MLST coloca wCphl em

supergrupo B com alto suporte de bootstrap.



32

E P 5510 E e e

u‘e’-\s“‘s& o

—— CPO45S o
S577_0 WLsiE_L_sigmadonmtis

5 (ﬂ!
ot

RPARIOIANNT T QMM [ 6USH0E]

supdsp 0 RO oaserDd)

J

Figura 4 Arvore representativa obtida com método de Maxima Verossimilhanca e agrupamentos com apoio de bootstrap para sequéncia-alvos concatenadas
de Wolbachia sp. de C. phlebotomus (genes nouG, dnaA, aspC e WD 0198). Em vermelho: agrupamento da nova cepa encontrada
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Embora o C. phlebotomus usado para este trabalho inclua fémeas adultas
capturadas na natureza que podem estar infectados com parasitas filariais, ndo é
provavel que qualquer uma das sequéncias de wCphl isoladas para este estudo
derivam de um parasita filarial. Até o momento, Wolbachia de supergrupo “B” sé foi
encontrado infectando artropodes entdo apesar do fato que Wolbachia também
pode infectar parasitas filariais, ndo € muito provavel que wCphl pertengam de um
parasita filaria (Lefoulon et. al. 2020). Na verdade, podemos ter quase certeza que
wCphl pertengca C. phlebotomus. Apesar de ser interessante testar o C.
phlebotomus para a presenca de parasitas filariais, para descartar a possibilidade
de infecgao por filarias, na realidade sera mais produtivo que os trabalhos futuros
se concentrem na determinacgao da prevaléncia desta wCphl nas populagdes de C.
phlebotomus. Como este trabalho mostrou que os protocolos de PCR para dnaA,
aspC, nouG e WD 0198, usados neste estudo, amplificam satisfatoriamente wCphl,
um ou uma combinagao desses protocolos de PCR poderiam ser usados para

avaliar a prevaléncia em populacdes de C. phlebotomus.

6.3 Classificacdo molecular de uma nova cepa de Wolbachia sp. (wCleo)
isolada de Culicoides leopoldoi

A arvore filogenética da figura 5 foi construida utilizando duas sequéncias
de genes de Wolbachia sp. (atpD e coxA) amplificados a partir de extrato de DNA
de Culicoides leopoldoi. Tal como acontece com a arvore filogenética MLST
produzida para a classificacdo de wCphl (figura 5), a arvore MLST produzida para
classificar as sequéncias de Wolbachia sp. de C. leopoldoi (presumindo-se que
derivem da mesma cepa de Wolbachia sp. denominada para este vetor como
wCleo) reproduziu supergrupos A-D em clados suportados por bootstrap apoiando
que esta arvore construida com dois genes fornece uma abordagem confiavel para
classificar esta nova cepa de Wolbachia sp. E importante ressaltar que a arvore
produzida para WCleo coloca a sequéncia desses dois genes concatenados no
supergrupo B, em contraste com a cepa wCphl que forma um grupo externo as
outras cepas do supergrupo B e, portanto, parece ser uma cepa do supergrupo B
basal ancestral as demais cepas de Wolbachia sp. deste supergrupo, desta forma,
€ observado que a cepa wCleo esta se agrupando com as demais cepas de
Wolbachia sp. do supergrupo B, mais especificamente proximo das cepas de

Wolbachia sp. de Culex pipiens e Chrysomya megacephala.
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Figura 5 Arvore representativa obtida com método de Maxima Verossimilhanga e agrupamentos com apoio de bootstrap para sequéncia-alvos concatenadas

de Wolbachia sp. de C. leopoldoi (genes atpD e coxA). Em vermelho: agrupamento da nova cepa encontrada
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A anadlise de MLST com as sequéncias concatenadas de wCphl é
consistente com a analise filogenética dos genes individuais de Wolbachia sp.
isoladas de C. leopoldoi. Pode-se observar nas figuras suplementares 19 e 20,
que ambas as sequéncias de wCleo estdo agrupadas em grupos monofiléticos
do supergrupo B com suporte de bootstrap >80. E importante destacar que
embora o extrato de DNA usado para obter as sequéncias wCleo e wCphl
possam ter sido obtidas de espécies de vida selvagem € improvavel que estas
cepas de Wolbachia sp. derivem de parasitas filariais, pois, para construcido de
todas as arvores deste estudo foram inclusas sequéncias de Wolbachia sp. de
filarias que se agruparam em outros supergrupos distantes das cepas de wCleo
e wCphl. Portanto, os dados gerados sugerem que ambos C. leopoldoi e C.
phlebotomus estao infectados com Wolbachia sp. do supergrupo B, mas sendo

duas sublinhagens distintas.

6.4 Classificacdo molecular de uma nova cepa de Wolbachia sp.

(wCpse) isolada de Culicoides pseudodiabolicus

A Figura 6 mostra uma arvore filogenética de MLST que foi construida a
partir de um concatenado de duas sequéncias de genes de Wolbachia sp. (ftsZ
e nouG) amplificadas a partir de extrato de DNA de Culicoides pseudodiabolicus.
Presumindo-se que essas sequéncias dos genes ftsZ e nouG derivem de uma
unica cepa de Wolbachia sp., esta foi denominada para C. pseudodiabolicus
como wCpse.(Crainey et. al. 2010). Como todas as arvores filogenéticas MLST
construidas para este estudo, a arvore na figura 6 foi construida a partir de um
alinhamento usando as mesmas cepas de Wolbachia sp. de referéncia utilizadas
na analise filogenémica de Lefoulon et. al. (2020), que pode ser considerada
como o padrao-ouro de classificagdo da cepa Wolbachia sp. como ja citado
anteriormente. Assim como as outras analises MLST realizadas neste estudo, os
agrupamentos filogenéticos produzidos com o alinhamento das sequéncias do
gene ftsZ e nouG podem ser vistos como quase idénticos aos produzidos na
analise filogenémica de Lefoulon et. al., (2020) e, portanto, esta analise pode ser
vista como uma classificagcao confiavel da cepa derivada de C. pseudodiabolicus,

wCpse.
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Figura 6. Arvore representativa obtida com método de Maxima Verossimilhanca e agrupamentos com apoio de bootstrap para sequéncia-alvos concatenadas

de Wolbachia sp. de C. pseudodiabolicus (genes ftsZ e nouG). Em vermelho: agrupamento da nova cepa encontrada



No entanto, a classificagdo molecular de wCpse tanto na analise de gene
individual quanto na analise de genes concatenados de MLST nao inclui essa cepa
de Wolbachia sp. em nenhum supergrupo de Wolbachia sp. conhecido (Lefoulon et.
al. 2020). Na analise MLST, esta cepa aparece em um cluster altamente suportado
por bootstrap junto a cepa wCfed, que foi recentemente descrita na espécie
Ctenocephalides felis, uma espécie de pulga de gato (Driscoll et al., 2020). Na analise
filogenética de Lefoloun et al. (2020) observou-se que a cepa wCfed ndo pertence a
nenhum dos supergrupos de Wolbachia sp. existentes. Embora as arvores
filogenéticas individuais de ftsZ e nouG (figura 6) ndo fornegam prova incontestavel
dessa teoria de que esta cepa nao esta incluida em nenhum supergrupo, os resultados
obtidos neste estudo reforgcam essa hipétese. Na figura 14, por exemplo, a sequéncia
nouG de wCpse pode ser vista agrupando-se em um grupo suportado por bootstrap
com wCfed e, embora a analise filogenética do gene ftsZ nao agrupe a cepa wCpse
com wCfed, também nao a coloca dentro de um supergrupo conhecido (Driscoll et al.,
2020). E importante ressaltar que o posicionamento filogenético de ftsZ de wCpse n&o
€ suportado por bootstrap, o que significa que este posicionamento do gene nao pode
ser considerado confiavel. Assim, embora o posicionamento filogenético de wCpse
como um parente proximo de wCfed possa ser considerado como suportado, esse
posicionamento ndo € tdo robusto quanto os posicionamentos de wCleo e wCphl
(Driscoll et al., 2020).

Embora o parente mais proximo de wCpse derive de um hospedeiro
artrépode, a possibilidade de que wCpse derive de um parasita filarial, embora
improvavel, € mais dificil de descartar do que para wCleo e wCphl. Como as outras
duas cepas de Wolbachia sp. descobertas para este estudo, wCpse foi amplificado a
partir de DNA extraido de um grupo de Culicoides capturados na natureza que incluia
espécimes femininos que poderiam, em teoria, estar infectados com um parasita
filarial. Embora a maioria das cepas de Wolbachia sp. pertengam a supergrupos
exclusivos de artropodes ou de parasitas filariais, as cepas de Wolbachia sp. do
supergrupo F podem ser encontradas infectando tanto artrépodes quanto parasitas
filariais o que pde a classificacao filogenética de wCpse em duvida. Até o momento,
nenhum parasita filarial foi registrado infectando Culicoides pseudodiabolicus, tendo
em vista que os culicoides sdo conhecidos por serem vetores de uma variedade de
parasitas filariais e, portanto, a possibilidade de que os espécimes usados para este

estudo estivessem infectados ndo pode ser completamente descartada (Trindade &
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Gorayeb, 2005, 2010).

PCR com primers degenerados sé&o capazes de detectar uma variedade de
parasitas filariais, como os descritos em Tang et al. (2010) e Lefoulon et al. (2015), e
poderiam ser utilizados para testar o DNA usado neste estudo a fim de investigar essa
possibilidade, no entanto, mesmo que uma série de testes se mostrem negativos, a
possibilidade de que essas sequéncias de Wolbachia sp. gerem falso negativas nao
pode ser descartada. Realizar ensaios de PCR com os extratos de DNA de wCpse em
amostras de larvas (que ndo podem ser infectadas por parasitas filariais) seria, no
entanto, suficiente para provar que essas sequéncias de Wolbachia sp. ndo vém de
parasitas filariais e, portanto, quase certamente estariam infectando Culicoides
pseudodiabolicus.

Como as sequéncias de Wolbachia sp. isoladas de Culicoides
pseudodiabolicus parecem pertencer a um potencial novo supergrupo filogenético de
Wolbachia sp., pode-se argumentar que, investigar a cepa wCpse com mais
profundidade no momento, é mais relevante do que investigar as outras duas cepas
caracterizadas neste estudo. Um primeiro passo para uma investigagdo mais
aprofundada desta cepa envolveria mais ensaios de PCR para tentar amplificar outras
sequéncias do gene de Wolbachia sp. a partir do extrato de DNA utilizado inicialmente
para este estudo, a fim de verificar se outras sequéncias possivelmente recuperadas
de Culicoides pseudodiabolicus também se agrupariam filogeneticamente com o
wCfed. Esse resultado poderia ser alcangado com a utilizagao de outras técnicas de
amplificacdo como PCR touchdown ou gradiente utilizando o DNA de insetos
individuais para amplificacao dos genes nouG e ftsZ, e ainda, seria valido investigar
também a prevaléncia dessas possiveis cepas em populacbes de C.
pseudodiabolicus. Usando essas abordagens Leles (2019) conseguiu amplificar todos
os alvos de Wolbachia que foram alvos desse estudo.

Das trés cepas de Wolbachia sp. resultantes deste estudo, a cepa wCpse
apresenta a maior relevancia para novas abordagens que visem o sequenciamento
do seu genoma completo. Além do fato de que numerosas cepas de Wolbachia sp. do
supergrupo B ja tiveram seus genomas completos sequenciados, o genoma de wCfeJ
parece ser diferente de outros genomas de Wolbachia sp. e, portanto, seria valido
verificar se wCpse compartilha algumas das mesmas caracteristicas moleculares. Foi
proposto, por exemplo, que a cepa wCfed adquiriu recentemente um operon de

sintese de biotina de microbios intracelulares obrigatérios (BOOM) e, (Driscoll et al.,
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2020). Portanto, seria interessante ver se wCpse também possui este operon e, se 0
adquiriu recentemente, podendo essa possibilidade ser investigada também através
de novos ensaios de PCR.

Foram realizadas em 15 espécies descrita no anexo 2 da tabela 3. Para o
nosso trabalho podemos dizer que as 13 espécies que ndo demostrardo a presencga
de Wolbachia, possa ter ocorrido devido a utilizacdo de baixa temperatura de
anelamento. Ja as espécies selecionadas de importancias médicas, C. insignis, C. foxi
e C. paraensis nao foi detectada com Wolbachia na populagdo Amazodnica, estudos
comprovam que em outros Pais existem Wolbachia (Rébelo et. Al. 2016, Trindade &
Gorayeb, 2005, 2010). Culicoides tem uma importancia para a saude publica tanto
para os seres humanos como para os animas devido a sua transmissao de doencas,
que sao descritas mais de 50 virus mundialmente. As trés cepas que foram
identificadas e caracterizadas nao sao de importancias medicas, porem afetam os
animais.

Pois existem poucos trabalhos realizados na Amazbdnia que focam a
antropofilia dos maruins (Trindade et al., 2010) Das 15 espécies identificadas neste
estudo, algumas delas possuem comportamento antropofilico: C. foxi; C. fusipalpis; C.
insignis; C. paraenses; C. paraignacioi; C. pseudodiabolicus e C. leopondoi (Aitken et
al., 1975; Bermudez, 1986; Castellon, et al., 1991; Trindade & Gorayeb, 2005, 2010).

7. CONCLUSOES

Portanto a abordagem de PCR screening é util, pois testou-se com 17 alvos
sendo que sete alvos diferentes deram positivo em 15 espécies e 13 deram negativas
para Wolbachia. As espécies de C. insignis, C. foxi e C. paraensis sao de importancia
medica.

Desta forma, quatro genes amplificados de C.phlebotomus pertencem a um
unico gene de Wolbachia, colococando C. phlebotomus no supergrupo filogenético B.
Ja os Culicoide leopoldoi foi amplificado usando alvos de atpD e coxA, que pertencem
ao supergrupo B. E por fim Culicoides pseudodiabolicus foi amplificado usando alvos
de ftsZ e nouG e presumimos que a cepa de wCpse nao inclui a cepa de Wolbachia
em nenhum supergrupo de Wolbachia conhecido, esta proxima da cepa wCfed.

Ressaltamos que essa abordagem para detecgédo de Wolbachia ajudara muito

no controle de doengas transmitidas por esses vetores. E esse trabalho tem a

39



importancia das pesquisas com Wolbachia associadas a esses insetos, buscando

compreender a possivel interacdo das doencas transmitidas por esses vetores nas
regides do Amazonas e Para.

8. MATERIAL SUPLEMENTAR

8.1. ANEXO 1: — Resultado da eletroforese em gel de agarose das etapas com 15
alvos utilizando 17 primers
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Figura 7: Produto amplificado em Gel de agarose, pogos P1-Culicoides pseudodiaboliscu, P2- C. foxi,
P3- C. hildebrando, P4- C.hylas, P5- C. ruizi, P6- C.paraensis, P7-C. glabrior, P8- C.paraignacioi, P9-
C.fusipalpis, P10- C. insignis, P11- Leptoconops, P12 — C. plaumanni,P13- C leopoldoi, P14- C.
coutinhoi e P15- C.phlebotomus, , alvo 1 (primer: aspC), pogos (P1 -P15), alvo 2 (primer: aspS),
pocos P1 — P15 alvo 3 (primer: atpD). Ladder nos pogos 1. Branco (agua).
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Figura 8: Produto amplificado em Gel de agarose, P1-Culicoides pseudodiaboliscu, P2- C. foxi, P3- C.
hildebrando, P4- C.hylas, P5- C. ruizi, P6- C.paraensis, P7-C. glabrior, P8- C.paraignacioi, P9-
C.fusipalpis, P10- C. insignis, P11- Leptoconops, P12 — C. plaumanni,P13- C leopoldoi, P14- C.
coutinhoi e P15- C.phlebotomus, alvo 4 (primer: CoxA), Ladder nos pogos 1. Branco (agua).
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Figura 9: Produto amplificado em Gel de agarose, pogos P1-Culicoides pseudodiaboliscu, P2- C. foxi,
P3- C. hildebrando, P4- C.hylas, P5- C. ruizi, P6- C.paraensis, P7-C. glabrior, P8- C.paraignacioi, P9-
C.fusipalpis, P10- C. insignis, P11- Leptoconops, P12 — C. plaumanni,P13- C leopoldoi, P14- C.
coutinhoi e P15- C.phlebotomus, alvo 5 (primer:dnaA), alvo 6 (primer: fabK), alvo 7 (primer: hcpA).
Ladder nos primeiros pogos. Branco (agua).
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Figura 10: Produto amplificado em Gel de agarose, pogos P1-Culicoides pseudodiaboliscu, P2- C.
foxi, P3- C. hildebrando, P4- C.hylas, P5- C. ruizi, P6- C.paraensis, P7-C. glabrior, P8- C.paraignacioi,
P9- C.fusipalpis, P10- C. insignis, P11- Leptoconops, P12 — C. plaumanni,P13- C leopoldoi, P14- C.
coutinhoi e P15- C.phlebotomus, alvo 8 (primer:WD 0198) e alvo 17 (primer: FtsZ). Ladder nos
primeiros pogos. Branco (agua).
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Figura 11: Produto amplificado em Gel de agarose, pogos P1-Culicoides pseudodiaboliscu, P2- C.
foxi, P3- C. hildebrando, P4- C.hylas, P5- C. ruizi, P6- C.paraensis, P7-C. glabrior, P8- C.paraignacioi,
P9- C.fusipalpis, P10- C. insignis, P11- Leptoconops, P12 — C. plaumanni,P13- C leopoldoi, P14- C.
coutinhoi e P15- C.phlebotomus, alvo 9 (primer:WD 0237), alvo 10 (primer:WD 0183), alvo 11
(primer: WD 1005). Ladder nos primeiros pogos. Branco (agua).

Figura 12: Produto amplificado em Gel de agarose, pogos P1-Culicoides pseudodiaboliscu, P2- C.
foxi, P3- C. hildebrando, P4- C.hylas, P5- C. ruizi, P6- C.paraensis, P7-C. glabrior, P8- C.paraignacioi,
P9- C.fusipalpis, P10- C. insignis, P11- Leptoconops, P12 — C. plaumanni,P13- C leopoldoi, P14- C.
coutinhoi e P15- C.phlebotomus, alvo 12 (primer:nadH), Ladder nos primeiros po¢os. Branco (agua).
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Figura 13: Produto amplificado em Gel de agarose, pogos P1-Culicoides pseudodiaboliscu, P2- C.
foxi, P3- C. hildebrando, P4- C.hylas, P5- C. ruizi, P6- C.paraensis, P7-C. glabrior, P8- C.paraignacioi,
P9- C.fusipalpis, P10- C. insignis, P11- Leptoconops, P12 — C. plaumanni,P13- C leopoldoi, P14- C.
coutinhoi e P15- C.phlebotomus, alvo 13 (primer: nouD), pogos P1 -P15, alvo 14 (primer:nouG),
pogos P1 — P15 alvo 15 (primer: pdhB). Ladder nos primeiros pogos. Branco (agua).
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Figura 14: Produto amplificado em Gel de agarose, pogos P1-Culicoides pseudodiaboliscu, P2- C.
foxi, P3- C. hildebrando, P4- C.hylas, P5- C. ruizi, P6- C.paraensis, P7-C. glabrior, P8- C.paraignacioi,
P9- C.fusipalpis, P10- C. insignis, P11- Leptoconops, P12 — C. plaumanni,P13- C leopoldoi, P14- C.
coutinhoi e P15- C.phlebotomus, alvo 16 (primer: sucB), Ladder nos primeiros pogos. Branco (agua).
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8.2. ANEXO 2. Tabela 3. Amostras de Culicoides spp. positivas para alvos os alvos analisados nesse trabalho.

Amostras apsC aspS atpD coxA dnaA fabK hcpA WD0198 WD0237 WD0183 WD1005 nadH nouD nouG pdhB sucB ftsZ

pl- C. pseudodiabolicus - - - - - + - - - - + - - + - + +
p2 — C. foxi - - - - - +
p3 —C. hildebrando - - - + - + - - - - - - - - - - -
p4-C. hylas - - - - - + - - - - - - - + - - i
p5- C. ruizi - - - - - - - + - - + - + - R - -
p6 — C. paraensis - - - + - - - - - - - - - - - - -
p7- C. glabrior +
p8 — C. paraignacioi + - - - - - - - - - - - - - - - -
p9 —C. fusipalpis + +
p10 - C. insignis - - - - - - - - - - + - - - - - +

- - - - - - + - - + -

pll - Leptoconops - - - - - - - - - - - - + - - + ;
pl2 —C. plaumanni - - - - - - - - - - - - - - - - -
p13-C. leopoldoi - - + + - - - - - - - - - - - - ;
pl4- C. coutinhoi - - - - - - - - - - - - - - - - R
pl5—C. phlebotomus + - - - + - - + - + - - - + - - -
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8.3. ANEXO 3.

Arvore filogenética representativa construida usando método de Maxima Verossimilhanca - gene nouG
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Figura 14. Uma arvore filogenética representativa construida usando método de Maxima Verossimilhanga - gene nouG. Em vermelho: As cepas de Wolbachia sp.

isolada de Culicoides phlebotomus (wCphl) e Culicoides pseudodiabolicus (wCpse).
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8.4. ANEXO 4. Arvore filogenética representativa construida usando método de Maxima Verossimilhanca - gene WD 0198

o
2
5
&
]
2 &
w! <
& &
3 57
2 o
S =
£ =/
& o
<
<
| &
/ &
© /
2 J
w2 f
53 |
2 € f
z &
E\Qg} /
e |
22 /
23, /
;\w\ \/
=\ !
'S /
D@ /
%<
2D
S5
A
>
(o’ \ . )
2 S & e
2 20 P e
< [ Wit N [
L, S o® R
K | & 7
% L
< 3 2
Co, < -
R %, | »
JS) oo)Q>
=5 S5cH
>
~C
Vs y -
10, N
{ 68.9% .+
"
o | L = ce““z €P041215_A_wCauA_C_sasakil
lus e
Cc wOv_O volvulus ‘. SSE0
1Z. HGS]OAUS; \ D/ochen e . : 2% -
e s /78.2% o X%yt
1T e 5 %%, M,
) & i 3 PNCN oy
S f\ 5 NN
{1 Y 2,
& ?, o
o | %’9 /%ts
Al [\
3 |
2 z_ |\
o DI
) 3 g8g |
<& & 2 o
g [
3 & 3
i = D «u &
0’&9/ & ’U :.J g
s =5 4
o>7 5k g
N
- Iy & o
<° =3 o
) iz &
2 g =
A
3 &
g
5
]
D )

Figura 15. Uma arvore filogenética representativa construido usando método de Maxima Verossimilhanga - gene WD 07198. Em vermelho: A cepa de Wolbachia sp.

isolada de Culicoides phlebotomus (wCphl)
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8.5. ANEXO 5. Arvore filogenética representativa construida com método de Maxima Verossimilhanca - gene aspC
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Figura 16. Arvore filogenética representativa construida com método de Maxima Verossimilhanca - gene aspC. Em vermelho: A cepa de Wolbachia sp. isolada de

Culicoides phlebotomus (wCphi)
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8.6. ANEXO 6. Arvore filogenética representativa construida com método de Maxima Verossimilhanca - gene dnaA
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Figura 17. Arvore filogenética representativa construida com método de Maxima Verossimilhanca -gene dnaA.. Em vermelho: A cepa de Wolbachia sp.isolada de
Culicoides phlebotomus (wCphl)



8.7. ANEXO 7. Arvore filogenética representativa construida com método de Maxima Verossimilhanca -gene atpD
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Figura 18. Arvore filogenética representativa construida com método de Maxima Verossimilhanga - gene atpD. Em vermelho: cepa de Wolbachia sp. isolada de

Culicoides leopoldoi (wCleo)



8.8. ANEXO 8. Arvore filogenética representativa construida com método de Maxima Verossimilhanga - gene CoxA.
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Figura 19. Arvore filogenética representativa construida com método de Maxima Verossimilhancga- gene CoxA.. Em vermelho: cepa de Wolbachia sp. isolada de
Culicoides leopoldoi (wCleo).



8.7. ANEXO 7. Sequéncias obtidas para os alvos nesse trabalho

nouG

>wCphl_A05_A06_CON Culicoides_phlebotomus
TGCATTTTCTNTGCCCTCAGCAGTGGTGTTGAATACATATGACCCACGAT
TATTTGGTATAAGCTTTGCTCCATCTTGCCTACAGTCTATATTCCCCGAG
CCGAGCTTTTGCATCACTTCTTTGAGTAGAAGCATAGACTCACAATCTGC
TAAATCACCTGCAATTGCAGCTATCTTATTTGATTTTGTATTCTTTAATT
TCTTTGCAGCAACAGTTAATGCTTCATTCCAATCAACTGGGGCTAATTTA
CCATCTTTTTTTACATAAGGTCGATTAAGACGCTGAACTTTTAGTCCATC
ATAGGCAAAACGGGTTTTATCTGATATCCATTCTTCATTTACCTCTTCGC
TCAGCCTTGGTAATATTCGCATAACTTCCAGGCCACGATAATCAACTCTG
ATCGCACTTCCCACCA

>wCpse_F04_F03_CONS Culicoides_pseudodiabolicus
TGCATTTTATATGCCCTCAATGGTGGTATTAAACACATATGATCCGCGAT
TATTTGGTATAAACGTTGCTCCGTCCTGTCTGCAATCTATATTTGCTGAG
CCAAGTTTGCGCATCATTTCTTTTAGTAGAAGCATAGACTCACAATCTGC
TAGATCACCTGCAATGGCAGCTACTTTGTTTGGCTTTGTACTTCTTAGTT
TTTCTGCAGCAACAGTTAGTGCTTCATTCCAATCAGTTGACACTAATTTA
CCGTCTTTTTTTACGTAAGGTTGATCAAGGCGTTGCACTTTCAGTCCATC
GTAAGCAAAGCAAGTTTTATCTGATATCCACTCTTCGTTGATTTCTTCAT
TGAGCCTTGGCAGTATNCGCATAACTTCTGNGCCACGGTAGTCCACTCTG
ATCGCACTTCCCACCG

wbDo0198

>wCphl_D07_D08_CONS Culicoides_phlebotomus
AAAGGCCACAAAAGCTTGAACGTTGCACTCAGAAAAAATCTAGGCTTGTA
TGCAAATATCAGACCATGCATTTCATATCATCCTGTCATAGAAAATAAAT
TTGATAAGTTTGATATTGTAGTAATACGTGAAAATGAAGAGGACGTTTAC
ACCGGAATAGAGCATAGGCTCACTGGTGACTCGTACCAATGCACTAAAAT
TATTACTAGATCTGGTTCAGAAAAAATATGCAGGTACGCTTTTGAATATG
CGAAAAAACACAACAGAAAGAAAGTAACTTGCCTGACTAAAGACAACATA
ATGAAAATGACTGACGGCGCTTTTCATGCAGCGTTTGATCGTATTGCAAA
AGAATACCAAGATATAAAGACAGAACATTATATAGTTGATATTGGAATGG
CACGTGTT
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aspC

>wCphl_F01_F02_CONS_Culicoides_phlebotomus
TTTAGCTGCAGGAGAGCCGGATTTTGACACTCCAGATCGTATAAAAAAGG
CAGCTATTCAATCGATAAATGAAGGCAAAACTAAATATACTGCTGTTGAT
GGAACGCGTGAGCTTAAAGAGGCGATAATCAATAAGTTAAAAAGGGATAA
CAATCTAGAATATACACTGAATCAAATTTGTGTCGGCGCTGGCGCTAAGC
AGGTGTTATTCAACTTATTTATGGCAACAATTAACCCTGGAAATGAAGCT
ATAATACCAGCTCCTTATTGGGTTTCGTATGTTGATATGGTAAATCTTTT
TGGCGGACTGCCAGTTATTTTAGAGTGCAAACAAAACTTTAAGCTGACAC
CGGAGTTACTGGAAAGCAATATAACTGAGAAAACTAAGTGGTTAATTCTT
AACTCACCAAATAATCCGGCAGGAATTGTCTATACATATGATGAATTGAA
AAGCATAGCGCAAGTATTGCTTGAATAT

dnaA

>wCphl_G01_G02_CONS_Culicoides_phlebotomus
ATAATAAAATCACGACTTGGTTGGGGATTAGTTGCAGATATCAATGAAAC
AACTTTTGAATTAAGACTTGGTATATTGCGGGCCAAAGTGGAGCGAATGA
ATATTTATGTTCCAAAAGATGTCCTAGAATTTTTAGCAAGGAATATAAAA
TCCAATATAAGAGAACTAGAAGGAGCATTAAATAAGGTTGCTCATACTTC
GTTAATTGGAAGAAGTATGACAGTAGAATCAGCTAGCGAGACCCTAATAG
ATCTTCTTAGATCGAATCATAGGTCAATTACAATAGAAG

Wolb ATP

>wCleo_A01_A02_CONS_Culicoides_leopoldoi
GCTGGATCAGTCAAATCGTCTGCAGGAACATATATAGCCTGTACAGAAGT
AATAGAGCCAGAAGTAGTTGAGGCTATTCTTTCTTGCATAGCGCCCATAT
CAGTTGCAAGGGTTGGCTGATAACCAACAGCTGACGGTATTCTTCCAAGT
AAAGCAGAGATTTCAGAGCCAGCTTGAGTAAAACGGAAGATATTATCTAC
AAAAAATAGAACATCTTGGTTTTCACGGTCACGAAAATACTCTGCCATAG
TTAGCGCCGTTAAAGCAACTCTGGCTCTTGCCCCTGGAGGTTCATTCATC
TGACCATAAACCAAAACGGCTTGAGATTTTTCGTGCTCATTTATATCTAT
TACATTCAAAGTAATCATCTCGTTATAAAGATCATTACCTTCA

coxA

>wCleo_HO07_H08_CONS_Culicoides_leopoldoi
GTGACATTGGTGCTAATAAAAGTGAGCCAAAAGTGTATCTTTCCTAAACA
CTCGTTATATTGCTTACCTGACATTTTGCCTATCCAATAATAAAAACCGG
CGAAAGCTCCAAATAATGCAGCAAGCGACATGACATAGTGAAAGTGAGCA
ACGACATAATAGGTATCGTGCAAAAGCTTATCTATTCCACCGTGAGAAAG
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AATTATTCCGGTTATACCACCTCCAACAAACATGAAAATAAAACCTAATG
CAAACAGCATTGGTGTCTTCAATTCAATCGCTCCACCCCACATAGTTGCA
ATCCAACTAAAGACTTTTACACCAGTTATAACACCAATGAAAATTGTGCT
AGTGCTAAAAAATATAGCAACATCCTCGCTAAGCCCAACAGTAAACATAT
GGTGAGCCCAAACCATGAAGCCAAACGTTGCTATTCCTATCATGGCATAA
ACCATTCCCATATAACCAA

ftsZ

>wCpse_C03_C04_CONS_Culicoides_pseudodiabolicus
AAAGAAAAAAAGATATTAACCGTTGGGGTTGTAACCAAGCCATTTGGCTT
TGAAGGCGTGCGCCGTATGCGCATTGCGGAACTCGGACTTGAAGAACTGC
AAAAATACGTAGATACGCTCATTGTTATTCCAAACCAGAATTTATTTAGA
ATTGCAAATGAAAAAACTACATTTTCTGATGCATTTAAGCTTGCTGATAA
TGTTCTACATATTGGTATCAGAGGGGTAACTGACTTGATGGTCATGCCAG
GACTCATTAATCTTGATTTTGCTGATATAGAAACAGTAATGAGCGAAATG
GGTAAAGCGATGATCGGTACTGGAGAAGCGGAGGGGGG
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