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RESUMO

MARTHE, Jefferson de Brito, 3¢, Universidade Federal de Vigosa, junho de 2018.
Diversidade Genética de Zabrotes subfasciatus e de sua bactéria endossimbionte
Wolbachia sp. Orientador: Luiz Orlando de Oliveira. Coorientador: Raul Narciso Carvalho
Guedes.

O feijdo € um grao oriundo de espécies leguminosas como Phaseolus vulgaris ou mesmo dos
géneros Vigna e Vicia, tendo uma importancia em nossa nutricdo. Danos causados por
Zabrotes subfasciatus (Coleptera: Chrysomelidae) reduzem a qualidade do grédo. Por isso, é
necessario estudar a genética populacional desta praga, assim como a presenca de sua bactéri
endocelular Wolbachia sp. e sua relacao filogenética com outras cepas. Para isso, analisamos
amostras coletadas de Z. subfasciatus em onze locais do Brasil, além de Peru e Colémbia.
Detectamos a presenca da bactéria em populagdes dubfasciatus por meio de um
marcador molecular especifico e a analise filogenética foi feita por meio de sequencias de seis
genes de Wolbachia sp. Também realizamos estudos filogeograficos nas populacdes de Z.
subfasciatus por meio de DNA mitocondrial e nuclear. Os resultados mostraram a presenca da
bactéria em todas as populacées e indicam o predominio de uma Unica cepa chamada Zsub.
As andlises filogenéticas indicam que a cepa presente em Lissorhoptrus oryzophilus
(Coleoptera: Curculionidae) é a mais proxima de Zsub. Detectamos também alelos
compartilhados da cepa Zsub com cepas presentes em outros Coledpteros e pragas de graos
armazenados. Constatamos a transmissédo horizontal e recombinacéo intra e inter-gene entre
cepas. Os resultados de filogeografia mostram o predominio de uma Unica linhagem
mitocondrial no Brasil, efeito gargalo e compartiihamento de haplétipos entre regibes e
paises. Portanto, é importante que as autoridades tomem providéncias para prevenir a chegade

de novos alelos de resisténcia nas populacdes e que dificultaria o controle dessa praga.
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ABSTRACT

MARTHE, Jefferson de Brito, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June,20#&8sity
Genetics in Zabrotes subfasciatus and about hezndosymbiont bacteria Wolbachia sp.
Adviser: Luiz Orlando de Oliveir&o-adviser: Raul Narciso Carvalho Guedes.

Beans are grains from leguminous species like Phaseolus vulgaris or even from Vigna and
Vicia genrer and it have an importance in our nutrition. Damage caused by Zabrotes
subfasciatus (Coleptera: Chrysomelidae) reduce the grain quality. Therefore, it is necessary
study the populational genetics of this pest, as the presence of its endocellular bacteria
Wolbachia sp. and its phylogenetic relation with others Wolbachia sp. strains. For this reason,
we analyse Z. subfasciatus samples from eleven Brazilian places, beside places in Peru and
Colombia. We detected the bacteria presence in Z. subfasciatus populations by means of a
Wolbachia specific molecular mark and the phylogenetic analyses were done by means of
sequences from six Wolbachia genes. We also did phylogeographic studies in Z. subfasciatus
by means of mitochondrial and nuclear DNA. The results showed the Wolbachia sp. presence
in all populations and indicated the predominance of a unique strain called Zsub. The
phylogenetic analyses indicate that the strain hosted in Lissorhoptrus oryzophilus (Coleoptera:
Curculionidae) is the nearest to Zsub. We also detected alleles shared between Zsub and
strains hosted icoleopterans and stored grain pests. We verified the horizontal transmission
besides inter- and intragenic recombinations between strains. The phylogeographsc result
showed the predominance of a unique mitochondrial lineage and bottleneck effect in Brazilian
populations and haplotype shared between regions and Countries. Therefore, it is important
that the authorities will take measures to prevent the arrive of new resistence alleles in the

populations, which it could difficult the control of this pest.
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1. INTRODUCAO

1.1. Biologia de Zabrotes subfasciatus, sua importancia e estratégias de controle.

O feijdo, Phaseolus vulgaris Linnaeus, 1753 (Fabaceae), é uma leguminosa de grande
importancia como fonte de proteina vegetal que, combinando com o arroz, constitui a dieta
basica do brasileiro (LAZARRI, 2005). De acordo com Bitocchi et al. (2012), analises de
estrutura populacional e de filogeografia mostraram que origem geografica de P. vulgaris

seria provavelmente mesoamericana, sendo mais especificamente originaria do México.

O Brasil se destaca como um dos principais produtores de feijao a nivel mundial
(13%), que junto com Mianmar (18%), india Y46 EUA (5%), México (5%), Tanzania
(5%), e China (4%) correspondem a aproximadamente 66% da producdo mundial (SEAB,
2017). Entretanto, danos causados pelos insetos ao grao de feijao reduzem a qualidade do
grao, afetando sua aparéncia, palatabilidade e aceitabilidade pelo consumidor. Os graos
carunchados podem tornar-se improprios para o consumo devido ao mau aspecto, mau cheiro
e alteracdo do sabor. Em sementes, a germinacdo e o seu vigor podem ser reduzidos
significantemente, devido ao ataque de insetos. As espécies Zabrotes subfasciatus
(BOHEMAN, 1833) e Acanthoscelides obtectus (SAY, 1831) (Coleoptera, Chrysomelidae,
Bruchinae), conhecidas como carunchos-do-feijdo, sdo as principais pragas do feijao
armazenado, causando grandes perdas qualitativas e quantitativas nos graos, especialmente
nas regides mais quentes do mundo. A espécie A obtectus €, na América Latina, a principal
praga do gréo de feijdo armazenado nas regides temperadas, com altitude em torno de 1500
m; ja Z. subfasciatus normalmente predomina nas regiées tropicais em altitudes inferiores a
1500 m (LAZARRI, 2005), sendo nativa de determinadas areas da América Central e do Sul
(CREDLAND e DENDY, 1992).

De acordo com Romero e Johnson (2000) o género de Zabrotes € composto por 35
espécies, todas nativas do Novo Mundo, das quais pelo menos 18 ja foram detectadas dentro
do territério mexicano: Z. achiote, Z. californiensis, Z. flemingia, Z. guerrerensis, Z. ixtapan,

Z. moctezuma, Z. sinaloensis, Z. amplissimus Kingsolver, Z. bexarensis Kingsolver, Z.
chavesi Kingsolver, Z. densus Horn, Z. interstitialis (Chevrolat), Z. obliteratus Horn, Z.
planifrons Horn, Z. spectabilis Horn, Z. subfasciatus (Boheman), Z. sylvestris Romero E
Johnson e Z. victoriensis Kingsolvddestas 35 espécies pelo menos 12 possuem espécies

vegetais como hospedeiras. Entre as principais espécies hospedeiras, estdo aquelas existente



na familia Fabaceae, além de umfaance de ocorrescambém nas espécies de Bixaceae
Dentre essas 12, pode-se destacar Z. subfasciatus, Z. sylvestris, Z obliteratus, Z. spéctabilis,
planifrons, Z. amplissimus (ROMERO e JOHNSON, 2000; KERGOAT et al., 2015). De
todas elas, entretanto, a que teve o maior sucesso de dispersdo cosmopolita até agora foi Z
subfasciatus (ROMERO e JOHNSON, 2000).

Embora Z. subfasciatus prefira feijoes do género Phaseolus, a espécie também
coloniza outras espécies da familia Fabaceae de importancia econdmica, como os feijdées do
género Vigna (V. subterranea, V. radiagaV. unguiculata) e Vicia faba (HILL, 1990;
PACHECO e CESAR DE PAULA, 1995; SALES et al., 2005). Como ja mencionado acima,

Z. subfasciatus tem agora uma distribuicdo cosmopolita, principalmente devido ao comeércio
de sementes de cultivares que ela ataca (AEBI et al., 2004), tendo se espalhado por outras
areas do globo como América do Norte, Europa, Asia e Africa (WIGHTMAN e
SOUTHGATE, 1982). Dessa forma, tem sido introduzida em muitos paises européus por
meio de feijoes infestados, em que tem ocasionalmente ampliado seu registro de hospedeiros,
tornando-se também uma praga séria de outros legumes (SARI et al., 2003). Possui também
uma ampla distribuicdo em regides da Africa, india e regido mediterranea (MAGALHAES e
CARVALHO, 1988; HILL, 1990; GONZALEZ-RODRIGUES et al., 2002; AEBI et al.,
2004).

O besouro adulto mede de 1,8 a 2,5 mm de comprimento, apresenta cor castanho
escura e os élitros, quando em repouso, deixam a mostra o pigideo, ultimo segmento
abdominal. Os adultos apresentam dimorfismo sexual. As fémeas sédo maiores que 0os machos
e apresentam quatro manchas de cor creme nos élitros, contrastando com a cor escura
brilhante do corpo. Os machos séo inteiramente pardos e menores e uma fémea coloca, em
média, 22 ovos durante seus 11 dias de fase adulta (GALLO et al., 1988; YOKOYAMA,
1998). A fémea oviposita diretamente nas sementes ap0s a deiscéncia das vagens ou pode
infestar as sementes ainda dentro delas, utilizando-se de perfuracdes realizadas por outros
insetos (SARI et al., 2003). Ao contrario da maioria dos bruquideos, as fémeas necessitam do
contato com a semente para estimular a ovogénese (SARI et al., 2003). Antes da oviposicéo, a
fémea expele um liquido claro e pegajoso. O ovo é colocado nesse meio, para aderi-lo ao
tegumento do gréo e servir de apoio para a penetragao da larva no seu interior (PIMBERT e
PIERRE, 1983; GALLO et al., 1988; ABATE e AMPOFO, 1996). Apos a ecloséao, a larva

perfura o tegumento da semente e completa o seu desenvolvimento consumindo apenas o



conteudo de uma semente. Em armazenamento, os adultos sem se alimentarem podem

produzir muitas geragdes de Z. subfasciatus (SARI et al., 2003).

Tém sido desenvolvidos alguns métodos para controlar essa praga: seja desenvolvendo
novos inseticidas (CARVALHO et al., 2014a; DIAZ et al., 2016; GIRAO FILHO et al., 2014;
SAMPAIO et al, 2017) ou novas variedades de feijdo geneticamente resistentes
(MAZZONETTO et al., 2002; GRAZZIOTIN 2016; AMBROZIO et al., 2017).

A eficiéncia de estratégia de manejo de pragas frequentemente requer também um
entendimento da variacdo genética entre e dentro de populacdes e como esta variacdo €
distribuida geograficamente (KUMAR et al., 2001). Muitas das espécies de bruquideos, por
exemplo, tém a atual distribuicdo mundial resultante do estoque de sementes que passaram
por longas distancias de migracdo através de trocas humanas ao nivel intra e intercontinental.
(ALVAREZ et al., 2005). Levando em conta isso, varios trabalhos de genética populacional
foram realizados nesse sentido: Kim e Sappington (2004), por exemplo, realizaram estudos da
disperséo geografica do gorgulho do algoddo no sudoeste dos Estados Unidos; Sezonlin et al.
(2006) realizaram o estudo filogeogréafico de Busseola fusca, que é uma praga importante do
milho. Em relacdo a Acanthoscelides obtectus, Oliveira et al. (2013) ao realizar andlises de
filogeogréfia, baseando-se em trés genes mitocondriais, verificaram que os dois maiores
centros de diversidade genética do feijdo comum P. wulgaris (0 Andes e a Mesoamérica)
contém uma diversidade ampla de A. obtectus. Ja o Brasil apresentou apenas duas linhagens,
cuja diversidade € baixa e provavelmente € de origem mesoamericana. Oliveira et al. (2013)
ainda sugeriram a hipotese de que as linhagens mitocondriais do Brasil possam ter
contribuido para a dispersdo dessa praga a nivel muGdiaBa et al. (2017) estudaram
Sitophilus zeamais (praga de graos de milho) e Sitophilus oryzae (praga do gréo)dgiarroz
morfologicamente sdo quase indistinguiveis entre si. Fazendo analises de reldégio molecular
nos genes mitocondriais COI (citocromo oxidase subunidade 1) e COIl (citocromo oxidase
subunidade II) chegaram a conclusdo que se trata de duas espécies distintas que sofreram
processo de vicariancia ha aproximadamente 8,7 milhbes de anos. Corréa et al. (2017)
também constataram que as populacdes de S. zeamais ndo tém uma estrutura genética espacic

bem definida, seja em escala regional, continental ou intercontinental.



1.2. Wolbachiasp.: sua biologia, forma de identificacdo e importancia.

Wolbachia é um género constituido por alfa-proteobactérias intracelulares encontradas
comumente em artropodes e nematoides. Estas bactérias podem ser transmitidas
verticalmente, através dos ovos do hospedeiro e podem alterar a biologia do mesmo, por
inducdo de mudanga de sexo (normalmente para o feminino), partenogénese, mortandade do
individuo masculino e incompatibilidade citoplasmatica entre ovo e esperma. A
incompatibilidade citoplasmatica é o fendtipo mais comum e ocorre, quando os machos
infectados com Wolba@h resultando em um numero baixo de descendentes viaveis.
Entretanto, o cruzamento entre machos e fémeas infectadas com a mesma cepa de Wolbachia
resulta em uma progénie viavel. Apesar de substancial esforco cientifico, o mecanismo
molecular a respeito desta incompatibilidade € atualmente desconhecido (ZHENG et al.,
2011; CARVALHO et al. 2014b). Wolbachia pode ter também um efeito positivo no aumento
da fertilidade do hospedeiro, como ocorre por exemplo no gorgulho do milho S. zeamais
(CARVALHO et al. 2014b). Elas podem se mover também horizontalmente de uma espécie
hospeira para outra, seja através da predacéo ou parasitismo de uma espécie contaminada po
Wolbachia, ou contato com secrec¢des do individuo parasitado, contendo a bactéria, resultando
em uma ampla distribuicdo global entre invertebrados (WERREN et al., 2008). O primeiro
achado para Wolbachia ocorreu no mosquito Culex piplBRTIG e WOLBACH, 1924)
Baseando-se em sequéncias do gene ribossomal 16S, Wolbachia spp. foi dividida em oito
grupos chamados supergrupos (A-H). Os supergrupos C e D sdo mais comuns em cepas
presentes em nematoides, ao passo que o grupo A e B sdo mais comuns em cepas presente
em artropodes (CASIRAGHI et al., 2005).

A ambiguidade, no que diz respeito a nomenclatura de Wolbachia foi o maior
impedimento para organizar e entender a diversidade de cepas, possuindo um vasto niamero
de hospedeiros e varias linhagens podem ser achadas em uma Unica espécie hospedeira. En
acréescimo a descoberta de varias cepas de Wolbachia recombinantes mudou os métodos
tradicionais filogenéticos para caracterizacdo de cepas. (WERREN et al., 2008). A maneira
mais adequada para classificar as cepas de Wolbachia foi desenvolvido por Baldo et al
(2006a) o que se chama de sistema MLST (Tipagem de Sequéncia Multi-Locus), tendo como
base a andlise de sequéncia de cinco genes basais de Wolbachia (gatB, coxA, hcpA, fopA, e
ftsZ). Segundo Baldo et al. (2006a), estes genes sdo amplamente distribuidos ao longo do seu

cromossomo genbmico, constituindo assim o conjunto principal de marcadores para a



genotipagem das cepas. Cada linhagem é caracterizada pelo perfil alélico, expresso em
nameros para cada um dos cinco alelos no que diz respeito aos loci de MLST, que é definido
pela tipagem de sequéncia (ST). ST por sua vez funciona como um namero de identidade para
cada perfil MLST. Por meio dessa classificacdo, percebeu-se que Wolbachia possui uma
diversidade genética notavel, ou seja, as cepa®albachia tendem a sofrer extensiva
recombinacao, o que afeta vérias regides do genoma, incluindo suas proteinas de superficie,
como wsp a nivel intragénico e os genes basais a nivel intergénico (WERREN et al., 2008).
Segundo Baldo et al. (2006b), wsp é um gene que sofre recombinacédo, a nivel intragénico,
sendo dividido, portanto, em 4 regides hipervariaveis (HVRs), sendo também usado como
marca (expressos na forma numérica ou a nivel de aminoacido) para a diversidade genética e
tipagem das cepas. Assim como MLST, um banco de dados para as 4 HVRs foi

implementado para facilitar a tipagem das cepas de Wolbachia (WERREN et al., 2008).

Como fim pratico, o estudo de Wolbachia tem sido muito Gtil para o controle de
pragas e vetores de doencas, especialmente devido ao fato de seu poderoso mecanismo de
interferir em populagdes naturais pela geracdo de incompatibilidade citoplasmatica
(TURELLI e HOFFMANN 1995). Hoffmann et al. (2011) introduziram em individuos
fémeas de Aedes aegypti (vetor da Dengue), uma cepa de Wolbachia extraida originalmente
de Drosophila melanogaster. Estes individuos de A aegypti infectados invadiram duas
populacées naturais da Australia, ocorrendo a quase fixacdo de individuos portadores.
Modelos com valores paramétricos significativos demonstraram que os individuos
contaminados tiveram um pequeno custo no “fitness” ou valor adaptativo.

Wolbachia também ja foi detectada em varias espécies de insetos-praga de graos
armazenados como por exemplo nas espéeisioderma serricorne, Stegobium paniceum, S.
oryzae, Sitophilus zeamais, Attagenus unicolor, Dermestes lardarius, Oryzaephilus mercator
Oryzaephilus surinamensésTribolium confusum pertencente a ordem coledptera (a mesma

que Z. subfasciatus pertence) (LI et al., 2015).



1.3. Objetivos:

No presente trabalho foi realizado um estudo para a deteccdo de Wolbachia em
individuos de populacdes de Wolbachia, por meio do marcador molecular do gene wsp e a
relacdo filogenética destas com as demais cepas ja descritas previamente na literatura
cientifica, usando dados de sequéncias de seus seis genes (gatB, coxA, hcpA, flepA, ftsZ
wsp). Além disso, foi realizado um estudo filogeografico baseado em dados de
sequenciamento do gene COI e da regido ITS2 da regido ribossomal entre os genes nucleares
5,8S e 28S de amostras de Z. subfasciatus oriundos de populacdes do Brasil e de outros paise:

(México, Peru e Colombia). Tudo isso visa responder os seguintes questionamentos:

a) Wolbachia sp. estad presente ou ndo em populacdes de Z. subfasciatus e quantas cepa
distintas podem existir?

b) Wolbachia sp. presente em Z. subfasciatus esta mais préxima de qual grupo filogenético?

c) Ha evidéncia de transferéncia horizontal entre as espécies hospedeiras?

d) A cepa de Wolbachia presente em Z. subfasciatus compartilha alelos com cepas presentes
em outras espécies pragas de graos armazenados e da Ordem coleoptera?

e) Ha algum indicio de recombinacéo genética entre os genes?

f) Como esta distribuido o perfil haplotipico nas populacdes do Brasil e se ha algum indicio
de mudancas no tamanho populacional ao longo do tempo evolutivo?

g) Se ha ou ndo indicio de dispersao entre as populacdes do Brasil e de outros paises (México,

Peru e Colémbia)?



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo das amostras

Para a realizacdo do presente trabalho amostramos individuos de Zabrotes
subfasciatus de onze localidades do Brasil: Ipatinga-MG, Unai-MG, Jaboticabal-SP, Macei6-
AL, Teresina-Pl, Bom Jesus-PIl, Santo Antbnio de Goias-GO, Brasilia-DF, Rio Branco-AC,
Garanhuns-PE, Euclides da Cunha-BA. Também foram obtidas amostras do Peru (Huaraz) e
da Colémbia (Calima EI Darién), conforme mostrado na figura 1 e na Tabela 1 e 2. Os insetos
coletados foram mantidos em etanol 95% e estocados em freezer a -20 °C.
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Figura 1. Localizacéo geogréfica das populag¢des de Z. subfasciatus coletadas no subcontinemieécsuiea



2.2. Extracao de DNA

O DNA gendmico total foi extraido de cada inseto individualmente usando o protocolo
adotado por Clark et al. (2001) com algumas modificacbes. Cada inseto foi macerado
individualmente em nitrogénio liquido e posteriormente foram acresoenf@f plL de
tampao CTAB [(100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 mM NacCl; 0,02 M EDTA, pH 8,0; CTAB
(2% m/v) e B- mercaptoetanol (0,2% v/v). Posteriormente, as amostras foram agitadas em
vortex e levadas ao banho-maria a 65 °C por 30 minutos. Apds as amostras esfriarem a
temperatura ambiente foram adicionados |16 de proteinase K (25 mg/mL) em cada
amostra, homogeneizadas no vortex e incubadas em banho-maria a 37 °C por 1,5 h. Durante
este periodo, as amostras foram homogeneizadas no voértex a cada 20 minutos. Apés esse
tempo, as amostras foram incubadas a 65 °C por 30 minutos e no final homogeinizada mais
uma vez. Apés esfriar a temperatura ambiente, foram adicionadp$ d@ RNase (10
mg/mL).para cada amostra, homogeneizadas e incubadas a 37 °C por 3 h. Durante este
periodo, as amostras foram homogeneizadas no vértex a cada 30 minutos. ApGs esta
incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 10000 g ou 13000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. ApOs isso, as amostras foram transferidas para novos tubos e
adicionados 50QL de cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1 v/v). As amostras entdo foram
homogeneizadas no vortex. e centrifugadas por 15 minutos a 10000 g ou 12000 rpm. O
sobrenadante de cada amostra foi transferido para novos tubos e para fins de precipitacéo do
DNA, foram adicionados 500L de isopropanol e homogeneizadas por 3 vezes no vortex. As
amostras entdo foram incubadas na temperatura de 4 °C por um periodo de 12 horas. Apos
este periodo, as amostras foram centrifugadas por 12 minutos a 13000 rpm em temperatura
ambiente. Foram efetuadas trés lavagens comub@® etanol 95% (v/v) gelado €‘pellet’
foi seco em temperatura ambiente. Apos isso, foram adicionadak 86 tamp&o TE (10
mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA pH=7,6 v/v) e as amostras foram ressuspendidas por um
periodo de 12 horas e estocadas a -20 °C.

Para verificar a integridade do DNA extrai@®ulL) de cada amplificado foi aplicado
em um gel de agarose 1¢/v), contendo 0,2 pg/mL de brometo de etideo e separada por
meio de eletroforese a 100 Volts em tampdo TBE 1X (500 mM Tris-HC1, 60 mM acido
borico e 83 mM EDTA). Os fragmentos de DNA foram entdo visualizados sob luz
ultravioleta. Para checar a quantidade e pureza do DNA extraido foi realizado um teste de
absorbéancia para a razdo 260/280 nm de comprimento de onda, utilizando o aparelho
NanoDrog" 2000/2000c (Termofisher).



2.3. Deteccao de Wolbachia sp. e amplificacdo de gatB, coxA, hcpA, ftsZ, flgpisp.

Para verificar se Z. subfasciatus continha ou ndo Wolbachia analisamos seis
individuos de cada uma das populacdes acima mencionadas (exceto populacdes do México)
por meio da deteccao de produtos de PCR (Reacéo de Polimerase em Cadeia) do gene wsp
(gene que codifica para a proteina de superficie de Wolbachia). Para fins de sequenciamento
isolamos o DNA de Wolbachia presente em um individuo de cada uma das quatro seguintes
populacdes de Z. subfasciatus geograficamente distantes: Ipatinga-MG e Teresina-PE no

Brasil, Huaraz no Peru e de Calima El Darién na Colémbia.

A amplificacao foi conduzida para as seguintes regioes génicas de Wolbachia sp: gatB
(Glutamil/Aspartato aminotransferase, subunidade B), coxA (Citocromo Oxidase C,
subunidade 1), hcpA (Proteina Hipotética Conservada), ftsZ (Mutante de Filamento Sensivel a
temperatura Z), fbpA (Frutose-Bifostato Adolase)wsp (Proteina de Superficie de
Wolbachia).

Os fragmentos desses genes foram amplificados pela reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) seguindo o que foi descrito por Baldo et al. (2006) com algumas adaptacfes. Foram
utilizados: o par de primers gatB-F e gatB-R para o gene gatB; ceganirders coxA-F e
CoxA-R para o gene coxA; o par de primers hcpA-F e hcpA-R para o gene digad\;de
“primers” ftsZ-F e ftsZ-R para os gene ftsZ; o par de primers fbpA-F e fbpA-R para o gene

fbpA; e o par de primers wsp-F e wspR para o gene wsp (Tabela suplementar 1).

A PCR de todos os genes foi realizadan volume final de 25 uL, contendo 3 uL de
DNA (aproximadamente 4f)g), 2,5 uL de tampao (Cellco Bioteg, 2,5 uL. de dNTPs (2 mM
de concentracdo inicigl2 uL. de MgCl, (25 mM de concentracdo inicja,2 uL de Taq
polimerase (5 unidades/ uL. de volume inicial) (Cellco Biotggc2 pL de cada primer (0,4 uM

de volume inicialk 10,8 pL agua ultra pura.

A amplificacéo por PCR para 0 gene gatB, coxA, hcpA, ftsZ, opap foi realizada
com um ciclo de desnaturacao inicial a 94 °C por 2 minutos seguidos por um programa de 37
ciclos de desnaturacao a 94 °C por 30 segundos, a temperatura de anelamento varia de acordc
com o gene (ver Tabela Suplementar 1) por 45 segundos, a extensdo @ord minutos e

30 segundos e um ciclo de extensao final d&42or 10 minutos.
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2.4. Amplificagéo de COI e ITS2 de Zabrotes subfasciatus.

Fragmentos do gene mitocondrial COI foram amplificados, utilizando os prir2ers
N-3014 e C1-J-2183 como descrito por Alvarez et al. (2005). Ja os fragmentos da regido ITS2
do gene nuclear 5,8S foram amplificados utilizando os primers ITS2f e ITS2r como descrito
por Navajas et al. (1998) com algumas adaptacoes.

A PCR de ambos os genes foi realizada volume final de 25 uL, contendo 3 pL de
DNA (aproximadamente 4f)), 2,5 uL de tampao (Cellco Biotec), 2,5 uL. de dNTPs (2 mM
de concentracdo inicigl2 uL. de MgCl, (25 mM de concentracdo inicjad,2 uL de Taq
polimerase (5 unidades/ uL. de concentracéo inicial) (Cellco Bioje2 uL de cada primer (0,4

uM de concentracéo inicia¢) 10,8 uL de dgua ultra pura.

A PCR para o gene COlI foi realizada com um ciclo de desnaturacéo inicial a 95°C por
5 minutos, seguidos por um programa de 30 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 58C de anelamento por 45 segundos e extensaoc’@ de2 extenséo por 1

minutos e 30 segundos e um ciclo de extensao final @ @ar 10 minutos.

Ja a PCR para ITS2 foi realizada com um ciclo de desnaturacao inicial a 94°C por 5
minutos seguidos por um programa de 35 ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 1 minuto,
anelamento a 6%C por 1 minutos e 45 segundextensdo a 72C por 1 minutose 45
segundos e um ciclo de extenséao final d€@por 5 minutos. Para mais detalhes sobre os

primers, ver Tabela Suplementar 1.

2.5. Isolamento de todos os fragmentos, purificacdo, e sequenciamento

Apés a PCR dos fragmentosma pequena porg¢do (5 pulL) de cada amplificado foi
aplicado em um gel de agarose 2% (m/v), contendou@aL de brometo de etideo e
separados por meio de eletroforese a 100 Volts em tampao TBE 1X (500 mM Tris-HC1, 60
mM &cido bodrico e 83 mM EDTA). Os fragmentos foram entdo visualizados sob luz

ultravioleta para confirmar o padrdo de qualidade das amplificacdes.

As amostras foram entéo purificadas (via clivagem de fita simples de DNA e primers
adidonando a cada 20 pL de amostra, 4 pLL de uma solugdo purificadora contendo 0,1 uL de
Exonuclease | (EXO), LL de Fosfatase Alcalina de Camarao (SAP) @.3de tampao (Tris
HCI 50 mM, pH 8,0), para umolume final de 24 pL. Cada amostra entdo foi encubada a 37

°C por 40 minutos e depois a 80 °C por 20 minutos.
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Uma vez purificado, o PCR de cada amostra foi quantificado, utilizando o aparelho
NanoDrog™ 2000/2000c (Termofisher). Cada amostra entdo foi diluida para a concentragéo
de 30 ng/uL e enviadas para sequenciamento na empresa MCLAB em Sao Francisco,

California nos EUA.

2.6. Alinhamento dos seis genes de Wolbachia sp. e selecao de cepas

Para realizar a edicéo e alinhamento das sequéncias dos genes gatB, coxA, hepA, ftsZ
fopA foi utilizado o programa Sequencher 4.8 (GENES CODES CORPORATION). O
alinhamento das sequéncias de wsp foi conduzido utilizando o padrdo de alinhamento
realizado por Baldo et al. (2006a) como referéncia. Para respeitar as regides conservadas de
wsp e sua janela de leitura, uma reconstrucéo in silico foi realizada por meio do programa
MEGA 7 (KUMAR et al., 2016) para fins de comparacao.

Além disso, foram adicionadas a analise as sequencias de Wolbachia de outras cepas
presentes no banco de dados disponiveis para download (PubMLST-Universidade de Oxford).
Apoés a concatenacdo de todas as sequéncias dos seis genes de cada cepa de Wolbachia, fi
realizada um teste de nivel de identidade no site do “Nacional Center for Biotechnology
Information” (US National Library of Medicine), utilizando o algoritmo Blast (Altschul et al.

1990), do qual 45 cepas com porcentagem de identidade na faixa de 95 a 100% relacdo a cepa
presente em Z. subfasciatus foram selecionadas para andlise posterior de filogenia conforme
consta na Tabela Suplementar 2 e 3. Foram incluidas também cepas, cujos hospedeiros
pertencem a ordem Coleoptera, as que estdo presentes em espécies que atacam grao
armazenados: Sitophilus sp. que atacam graos armazenados como milho, trigo ou mesmo
arroz (ROSSETO, 1969); S. oryza€orcyra cephalonica que atacam especificamente graos
armazenados de arroz (CHOUDHURY e CHAKRABORTY, 20X2HAUDHURI e
SENAPATI, 2015) T. confusumque atacam farinha de trigo, cereais, graos de feijao e
temperos NOWACZYK et al.,, 2009) Ephestia kuehniella é uma praga que ataca
especificamente a farina de trigo (TREMATERRA e SPINA, 20€2)xephalonica atacam

grados armazenados de acacia (EL ATTA, 1992). Além disso algumas cepas pertencentes ao
supergrupo A, cujos hospedeiros sédo: Apanteles chilonis, Aedes albopictus, Odontomachus
clarus, Pheidole coloradensis, Formica occulta, Agelenopsis emertoni, Suillia sp. e as cepa

A_PanBCl_Calypl6 pertencente a ordem Diptera (Tabela Suplementar 2 e 3).
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O alinhamento individual dos genes gatB, coxA, hcpA ftsZ, fepAsp formou,
respectivamente, o banco de dados W1 (369 pares de bases ou pb), W2 (402 pb), W3 (444
pb), W4 (435 pb), W5 (429 pb) e W6 (537 pb). Ja o alinhamento formado a partir da
concatenacdo desses mesmos seis genes formou o banco de dados W7 (2616 pb). Cada un

deste banco de dados € formado por 62 individuos.

2.7. Alinhamento dos produtos de PCR de COI e ITS2 de Z. subfasciatus.

Nem todas as amostras sequenciadas para COIl e ITS2 apresentaram um bom padréo
de leitura, apresentando uma quantidade muito grande de sobreposicdo de picos. Portanto,
somente amostras, cujas sequéncias apresentavam uma quantidade razoavel de picos distinto:
e sem um excesso de sobreposicdo foram alinhadas e analisadas. A quantidadeate amost
sequenciadas e analisadasag@®l e ITS2, pode ser vistas na tabela 1 e as coordenadas das
localizadades e dos codigos dos acessos no GenBank podem ser vistas na tabela 2.

Além disso, adicionamos seis sequéncias do gene mitocondrial COI de Z. subfasciatus
depositadas no GenBank de populacdes do México (ALVAREZ et al. 2006) a analise de

filogeografia como pode ser visto na Tabela 2.

Para realizar a edicdo e alinhamento das sequéncias foi utilizado o programa
Sequencher 4.8 (GENE CODES CORPORATION). Como as sequéncias de COIl séao
codificantes, o alinhamento destas foi realizado respeitando sua janela de leitura. Por isso,
fizemos uma reconstrucao in silico dos produtos génicos das sequéncias de COI, usando o
programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2016) para fins de comparagéo. O alinhamento de COI
formou o banco de dados Z1(n=60 e 749 pb) e o alinhamento de ITS2 formou o banco de
dados Z2 (n=39 e 504 pb).
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Tabela 1.Populacdes de Z. subfasciatus amostradas com seus respectivos cadigadorees para o total de individuos sequenciados e analise
para os genes COI e da regido ITS2 do gene 5,8S

o Total de Amostras Sequenciadas Total de Sequéncias Analisadas
Acesso Cadigo
col ITS2 col ITS2

Ipatinga-MG IPA 6 5 4 3
Unai-MG UNAI 5 5 2 5
Jaboticabal-SP JAB 5 5 3 3
Euclides da CunhaBA ECU 5 5 1 1
Macei6é-AL MAC 5 5 4 4
TeresinaPI TER 6 6 4 4
Bom JesusPI BJE 9 4 4 -
Santo Anténio de GoiassO SAG 6 5 3 3
Garanhuns-PE GAR 8 7 7 6
Rio Branco-AC RBR 12 10 8 1
Brasilia-DF BRA 8 7 6 3
Huaraz-Peru PRU 10 5 8 5
Calima El Darien-Coldmbia DOR - 3 - 1
Total 85 72 54 39
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Tabela 2.Populacdes de Z. subfasciatus analisadas com seus respectivos codigos, aamatrial dos genes COI e da regido ITS2 do gene 5,8S e a localizagatigeo¢

Acesso Cadigo Col ITS2 Latitude Longitude Cddigo do GenBank
Ipatinga-MG IPA 4 3 19°28'6"S 42°32'12"W Emsubmissao
Unai-MG UNAI 2 5 16°21'6"S 46°54'43"W Em submisséo
Jaboticabal-SP JAB 3 3 21°15'17"S 48°19'20"W Em submisséo
Euclides da CunhaBA ECU 1 1 10°30'27"S 39° 0'57"W Em submisséo
Maceio-AL MAC 4 4 9°39'57"S 35°44'0.7"W Em submisséo
TeresinaPI TER 4 4 5°05'21"S 42°48'0.7"W Em submisséo
Bom JesusPI BJE 4 - 9°04'28"S 44°21'31"W Em submisséo
Santo Anténio de GoidssO SAG 3 3 16°29'8"S 49°18'32"W Em submisséo
Garanhuns-PE GAR 7 6 08°53'25"S 36°29'34"W Em submisséao
Rio Branco-AC RBR 8 1 09°58'29"S 67°48'36"W Em submisséo
Brasilia-DF BRA 6 3 15°46'48"S 47°55'45"W Em submissédo
Huaraz-Peru PRU 8 5 9°31'38"S 77°31'60"W Em submisséao
Calima El Darien-Coldmbia DOR - 1 3°55'52N 76°29'11"W Em submisséo
Malinalco-México CLNY 1 - 18°57'13.2"N 99°30'08.9"W AY881233
Tlayecapan-México TLA 1 18°57'20"N 99°03'24.4"W DQ152241
Tilapa-México OCM 1 - 19°11'24.5"N 99°25'12.2"W DQ152242
Yautepec-México YAU 1 - 18°45'31.9"N 99°01'24"W DQ152240
Elabillal-México ELA 1 - 18°00'27"N 102°21'44.8"W DQ152239
San Juan Bosco-México SJB 1 - 18°07'12.4"N 102°08'24.9"W AY881214
Total 60 39
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2.8. Analise Filogenética Bayesiana

Realizamos andlises individuais nos banco de dados W1, W2, W3, W4, W5 e W6 de
Wolbachia sp. e em Z1 e Z2 de Z. subfasciatus. Também foi feita uma analise filogenética

particionada no banco de dados W7 de Wolbachia sp.

Usando o programa MRMODELTEST 2.3 (NYLANDER 2004), foram gerados
modelos evolutivos para cada um dos genes e a selecdo dos melhores modelos foi realizada
pelo Critério de Informacédo de Akaike (Akaike, 1973). Os modelos selecionados foram:
GTR+I+G (gatB, wsp); GTR+G (coxA, ftsZ, fopA); HKY+1 (hcpA); HKY (COI); JC+1 (ITS2).

As relacbes filogenéticas foram inferidas por filogenia Bayesiana utilizando o
programa MRBAYES v.3.1.2 (RONQUIST e HUELSENBECK, 2003). Esta analise do
MRBAYES se deu através dos supercomputadores do San Diego Supercomputequ@enter
foi acessado online por meio do portal CIPRES Science Gateway do Campus de San Diego
CA da Universidade da California nos EUA (MILLER et al., 2010). A analise foi realizada
utilizando duas corridas simultaneas, sendo uma cadeia fria e sete cadeias quentes em cada
corrida. O numero de geracdes geradas na analise para o banco de dados W6 e W7 foi de
100.000.000 de geracdes. Para os bancos de dados W1, W2, W3, W4, W5 e W6, o numero de
geracdes foi de 40.000.000. J& no banco de dados Z1 e Z2 foi de 20.000.000. Em cada anélise,

arvores foram amostradas a cada 10.000 geragdes.

A convergéncia foi diagnosticada pela divergéncia nos desvios padrées das duas
corridas (menor que 0,01). Apdés o descarte dos primeiros 25% dos dados, o restante foi
utilizado para gerar os valores finais dos parametros, dentre eles, a arvore e a probabilidade
posterior dos clados. O programa Figtree v.1.3.1 foi utilizado para visualizagdo das arvores

filogenéticas (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

2.9. Andlise de Rede de haplatipos

A genealogia dos genes realizada no banco de dados Z1 e Z2 foi predita utilizando o
algoritmo Median-joining (BANDELT et al., 1999) implementado no programa NETWORK
5.0 (FLUXUS TECHNOLOGY LTD). As insercOes e delecbes (indels) foram consideradas
como um quinto estado e cada indel, independentemente do tamanho, foi considerado como

uma unica mutacao.
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2.10. indices de diversidade molecular, teste de neutralidade e de expans&o

Utilizando ainda o banco de dados Z1 e Z2, foram estimados os indices de diversidade
molecular como o numero de sitios polimorficos (S), nimero de haplotipos (H), diversidade
haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (Pi) e nimero médio de diferencas nucleotidicas
(K). Para verificar se as sequéncias estavam evoluindo em neutralidade, foram realizados os
testes D de Tajima (1983) e Fs de Fu (1997). Para constatar o indicio de mudancas no
tamanho populacional foi usado o tested® Ramo$Onsins e Rozas (2002). Todos estes
parametros e testes foram gerados, utilizando o programa DNAsp 6.11.01 (ROZAS et al
2018).
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3. RESULTADOS:

3.1. Filogenia de Wolbachia sp.

3.1.1. Presenca de Wolbachigp. em Z. subfasciatus e sequenciamento

A deteccao de Wolbachia sp. em Z. subfasciatus por meio do produto da PCR do gene
wsp foi positiva para todos os seis individuos analisados por localidade (Brasil, Peru (Huaraz)
e Colémbia (Calima EI Darién)). Além disso, o sequenciamento dos seis genes de Wolbachia
(gatB, coxA, hcpA, ftsZ, fopAe wsp) de uma Unica amostra de Z. subfasciatus amostrada de
quatro localidades distantes uma da outra (Ipatinga-MG e Teresina-PIl no Brasil, Huaraz no
Peru e de Calima El Darien na Colémbia) constatou que as sequéncias sao idénticas entre si

nao apresentado, portanto, nenhum polimorfismo.

3.1.2. Comparacéao entre sequéncias de Wolbachia spp. e perfil MLST.

As sequéncias dos seis genes de Wolbachia analisadas se distinguem de forma muito
marcante, quando se compara a maioria dos membros dos supergrupos A e B. Comparando as
cepas presentes em espécies de grdos armazenados, percebe-se também que as cep
wKueUSDA e Ekue_A do supergrupo A e que estdo presenteg .eknehniella possuem
sequéncias completamente diferentes das cepas do supergrupo B presentes também em inseto
pragas de graos. (Figura 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10 ,11) Fazendo a mesma comparacao entre esse
dois supergrupos pela andlise do perfil MLST, percebe-se que ndo h& nenhum indicio de

compartilhamento de alelo entre ambos os supergrupos de Wolbachia. (Tabela Suplementar 4)

Comparando a nivel de gene as sequéncias da cepa Zsub presente em Z. subfasciatus
com as demais constata-se que: no gene gatB as sequéncias de Zsub sao idénticas as cepe
Lory B, wMfasl, Apun_B, wixpl, Coed B, Cpln, SP2, Calt_ B, Ccep_B BJ, Oova_ B
presentes, respectivamente, em Lissorhoptrus oryzophilus, Macrosteles fascifrons,
Amblyptilia punctidactyla, Ixodes persulcatus, Coenonympha oedippus, Carterocephalus
palaemon, Caryedon serratus, Chelymorpha alterfarsephalonica, Ostrinia ovalipennis
e nas cepas Btab B W2a e Btab_B_W3 presentes em Bemisia tabaci (Figura 2ae Tabe
Suplementar 5); em relacdo ao gene coxA a sequéncia mais proxima de Zsub é Lory B

presente em L. oryzophilus, diferindo apenas pela troca de Adenina por Guanina na posi¢ao
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460 da sequéncia concatenada, o que pode ser corroborada pela tabela de identidade (Figura :
e Tabela suplementar 6); em relacdo ao gene hcpA a sequéncia de Zsub € idéntica a de
Lory B (figuras 4 e 5 e Tabela Suplementar 7).; em relacdo ao gene ftsZ, a sequéncia ma
proxima de Zsub € a cepa Cpln presente em C. palaemon (Figura 6 e Tabela Supmentar

em relacdo ao gene fbpA, a sequéncia presente em Zsub é idéntica a de LigyraBr(B e

Tabela Suplementar 9); em relacdo ao gegea sequéncia mais proxima de Zsub é a cepa
Cpln (Figuras 9, 10 e 11 e Tabela Suplementar 10).

O mesmo padréao pode ser observado na analise de MLST, ao comparar Zsub com as
demais cepas em relacdo aos genes gatB, hcpA e fbpA. No que diz respeito aos alelos de coxA
e ftsZ de Zsub, esta ndo compartilha alelo com nenhuma outra cepa (Tabela Suplementar 4).
Ja a comparacdo do banco de dados total de MLST de Wolbachia no site do PUbMLST
(PubMLST-Universidade de Oxford) também demonstrou que os alelos deedmAem

Zsub séo exclusivos desta cepa.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ gatB

.subfasciatus (Zsub) ACTGATCTCGAGACTGTCGTGCACTTTTACTATATATGCGGCATGACAGTGTCATAAAGCATTATAAGCGAAGACA
.oryzophilus (LOXy B) B ettt et
.urticae (WUTXECONZ) B ettt e e e e e e e Ao,
.punctidactyla (Apun_B) B et e aee et
.glycerion (Cgly B) B e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B ... et e i i i e i e e i e e e e e
Diptera Chloropidae (B NY Chlorol50737b) B ......... B e e et e e
cfascifrons (WMEASL) et e e et et e e e
.silvicola (Csil) e e e e e e ottt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
.horticola (Hhor B wHho) B et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e,
.paphia (Rpap) e e et e i i i i i i i e e i e i e e e
.icarus (Pica B) B e C e e e i e e et e i e e e e e e e e
cpersulcatus (WIRDPL) B e e e e e e e e e e e e e ettt ettt e e e
cpalaemon (CPLN) e e e e e e e e et e e e e et e ettt ettt et et e e
coedippus (Coed B) B e e
.tabaci (wBtab) B~ L. T e e et it it et it et et et et et e e e e e e
.tabaci (Btab B W5) B L...... T o e e e e e e e e et e e et e et ettt ettt et et e ettt ettt et e e
.tabaci (Btab B wAII7 26) B~ ...... e e et et it e ettt ittt e et
.tabaci (Btab B wAI 39) B ..., Gttt i i i e e e e e e et i e e
. furvhashii (w-gfuvr) B ..., T e e e it et it it et et et e ettt e e e e e
.tabaci (Btab B wAII6-35) B~ ...... T o e e e e e e e e e e e e e ettt et et ettt ettt e T
.tabaci (Btab B W2a) B e et
.stubbendorffii (Pstu B) B ..., Gt it i ettt
.melissa (Lmel B) B ..., L G e e e
.tabaci (Btab B wAI 27) B L. Coviiiiiaa A e A e
.ovalipennis (0ova B) B e e a e e
.tabaci (Btab B W3) B e et
.tabaci (Btab B wCN1 11) B ..... T e e e i e e e e e e
.tabaci (Btab_B wCN1 41) B ..., G e e e e e e e e e e e et
.tabaci (Btab_B wAIIl1 28) B ~  ..... G e e et e e i e e e e e
.tabaci (Btab_B wAU 54) B ..., C e e e e e i e e et e e e e
.tabaci (Btab B wAII9 43) B ..., et it i e et e e e e e
.tabaci (Btab B wAII6-38) B ..., Gttt i i e e e e e e e
.tabaci (Btab_B wCN1l_42) B L
BTSNt it 6 F= S (1 1= T =
.tabaci (Btab B wAIIl1 29) B ..... et i e i e e e e e e e e e e
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Figura 2. Primeira parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatdeatotbachia (gatBoxA hcpA ftsZ fbpA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimorficos de gatB. Cada sequéncia concatenada pertenaepauvespecifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cepa
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posisé ¢mlimdrfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsurfastiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdasugEtho total de 2616 pb. As letras A e B representam os SupsrgrepB de Wolbachia. As

cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atamanapedasios.
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3811234445578811111111111111111111111122222222222222222222223333333333333333
48355780481700011222223344455566789900111222233356667779990012233444555666
56837056780812767925702907034026813984782362673721423239459369

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ gatB ]
B.tabaci (Btab B wAII3 49) B ..... Gt e e i et e et e e e e e
S.oryzae (SONDYA) B e ettt et e e e et i e et e e e e e e A........
B.tabaci (Btab B wAII1-30) B~ ..... ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [
B.tabaci (Btab B wWla) B L..... T..... (CHN ]
C.cephalonica (Ccep B BJ) B i C e e e e et i e i e e e e e e
T.confusum (Tcon B BhAvill AK) B~ ...... T....A..CA...... GT..C..T..ivnnn. AL e e A......
Sitophilus sp (BOTRY) B ettt e ettt ettt ettt et e e Ao,
B.afer (Bafe B wAfe 1 B ..., o e e it ittt it it it et ettt et e e e e e e
E.kuehniella (EKUe B) B i i ettt e e e A...
C.alternans (Calt _B) B ittt
A.chilonis (ACh_A_WCh3) A ..G.G... T.GA.T...TAC.T....... TCGCG.GCATAATG.A.T.A. G.G.CA..GC.C.GAT.GG.GT

A.albopictus (Aalb A) A ..G....CT.GA.T...TAC.T....... TCGCG.GCATAATG.A.T.A. G.G....GGC.C.GAT.GG.GG

O.clarus (Oclar_A) A R C T..A. T..CTAC........ GTCGCG.GCATAATG.A.T.A....G.G....GGC.C.GAT.GG.GG

E.kuehniella (wKueUSDA) A R C T.GA.T..CTAC.T...... GTCGCG.GCATAATG.A.T.A.A.TG.G....GGC.C.GAT.GG.GT

C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Switz) A ..G..... T..A.T..CTAC........ GTCGCG.GCATAATG.AGTGA..CTGCG.CA..GC.C.GAT.GG.GG

O.cacaliae (Ocac A wvdO) A ..G....CT.GA.T..CTAC....C....TCGCG.GCATAATG.A.T.A....G.G....GGC.C.GAT.GG.GG

C.obstrictus (Marsham) (Cobs A USA) A R C T..A. T..CTAC........ GTCGCG.GCATAATG.AGTGA. .CTGCG.CA..GC.C.GAT.GG.GG

Coleoptera Staphylinidae (A CobbStaph) A R C T....T..CTACA....... GTCGCG.GCATAATG.A.TGA..CTGCG.CA.GGC.C.GAT.GG.GGG
A.emertoni (Aeme A LW5) A P C T..A.T..CTAC........ GTCGCG.GCATAATG.AGTGA..CTGCG.CA..GC.C.GAT.GG.GG

E.kuehniella (Ekue A) A ..G.G...T.GA.T...TAC.T....... TCGCG.GCATAATG.A.T.A....G.G.CA..GC.C.GAT.GG.GT.
Suillia sp (A Cobb27Hel) A R C T....T..CTAC........ GTCGCG.GCATAATG.A.TGA. .CTGCG.CATGGC.C.GAT.GG.GGG
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Ger) A R C T..A. T..CTAC........ GTCGCG.GCATAATG.AGTGA. .CTGCG.CA..GC.C.GAT.GG.GG.
A.sparsa (Aspa A) A ..G..... T..A.T..CTAC........ GTCGCG.GCATAATG.A.T.A....G.G....GGC.C.GAT.GG.GG.
F.occulta(Focc A) A LGalll. T..A.T..CTAC........ GTCGCG.GCATAATG.AGTGA..CTGCG.CA..GC.C.GAT.GG.GG.
Diptera (A PanBCI Calypl6) A R C T..A.T..CTAC.T...CC..TCGCG.GCATAATG.A.TGA...TG.G....GGC.C.GAT.GG.GT.
P.coloradensis (Pcol A) A AGL ... T..A.T..CTAC....CCC..TC.CGCGCATAATG.A.TGA....G.G....GGCG..GAT.GG.GG.

Figura 2. Primeira parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatdeatiotbachia (gatBoxA hcpA ftsZ fbpA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimorficos de gatB. Cada sequéncia concatenada pertenaepavespecifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cepa
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posiséio ¢mlimdrfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsudrfastiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdaseanmho total de 2616 pb. As letras A e B representam os SupardrgpB de Wolbachia. As

cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atamanapedasios.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ coxA ]
Z.subfasciatus (Zsub) TGTGACATGAAATACCGTGACGAATGCTTAATCTTTTTCGATTCCTGATGGTTGAATTTGAGTTCAACGCCTCTGTGCAGTGATAT
L.oryzophilus (Lory B) B i e
T.urticae (wUrtCon2) B e e A Gt e e A e e e e e e e e
A.punctidactyla (Apun B) B L. O
C.glycerion (Cgly B) B e T
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B it 2
Diptera Chloropidae (B NY Chlorol50737b) B .........uiiunn.. €
M.fascifrons (wMfasl) ... Covininn D Tevieeienn A,
C.silvicola (Csil) e e e e e e 72
H.horticola (Hhor B wHho) B R 72
A.paphia (Rpap) e e e 2 A e e e e
P.icarus (Pica B) B e €
I.persulcatus (wIxpl) B ..., C.AG..... A..A...G...A.C.T.T.C..C....C.A.AGC.AC....C.AAG...TTG.A.T.T...... A..G.G.
C.palaemon (Cpln) ..., C.AG.G...A..A...G...A.C.T.T.C..C...CC.A.AGC.AC....C.AAG...TTG.ATT.T...... A..G.G

C.oedippus (Coed B) B e N
B.tabaci (wBtab) B G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A..A TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (Btab7B7W5) B G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C ..CTACAGC..C...T..A..A TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (BtabiBiwAII7726) B ....G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A..A TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (Btab_B wAI 39) B ....G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A..A TG.ATT..... A..A..G..C
E.furuhashii (W-Efur) B G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A..A TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (BtabiBiwAII6—35) B G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C ..CTACAGC..C...T..A..A TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (Btab7B7W2a) B ....G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C .CTACAGC..C . T..A..A TG.ATT..... A..A..G..C
P.stubbendorffii (Pstu B) B L. i, Y
L.melissa (Lmel B) B ..., C.AG.G...A..A...G...A.C.T.T.C..C....C.A.AGCAAC. .. .Cu ittt tittnnnnnnennns
B.tabaci (BtabiBiwA1727) B ....G.C..G.G ALLALL..G...AAC.T.T.C..C .CTACAGC..C...T..A..A...TG.ATT..... A..A..G..C
O0.ovalipennis (Oova B) B~ ...... Cuovennnnn 2 A e e e T..... T e e e e e e e eeen
B.tabaci (Btab B W3) B G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A..A...TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (Btab B wCN1 11) B G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A..A...TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (BtabiBiwCNli4l) B ....G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A. . A...TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (BtabiBiwA111728) B ....G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A. . A...TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (BtabiBiwAU754) B G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C ..CTACAGC..C...T..A..A...TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (Btab B wAII9 43) B G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A..A...TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (Btab B wAII6-38) B G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A..A...TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (BtabiBiwCNli42) B ....G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C .CTACAGC..C...T..A..A...TG.ATT..... A..A..G..C
C.serratus (SP2) B e e e e e 7

Figura 3. Segunda parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatensidibachia (gatBoxA hcpA ftsz, fbpA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimorficos de coxA Cada sequéncia concatenada pertence pawurspesdfica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cepa
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os numeros indicam a posisé&m ¢gmlimoérfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsubfastiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdasugEtho total de 2616 pb. As letras A e B representam os SupsrgrepB de Wolbachia. As

cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atamanapeaasos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ COXA ]
B.tabaci (Btab B wAIIl 29) B ..G.C..G.G...A..A G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A..A...TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (Btab_B_wAII3_49) B ....G.C..G.G...A..A G...AAC.T.T.C..C ..CTACAGC..C...T..A..A...TG.ATT..... A..A..G..C
S.oryzae (SONDYA) B ..C..TGC.G.G..TA...... G...A..... T.C..C....C.ACAGC.AC....C.AA....ACG.A.T........ Aooo...
B.tabaci (Btab B wAII1-30) B ....G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A..A...TG.ATT..... A..A..G..C
B.tabaci (Btab B Wla) B e €
C.cephalonica (Ccep B BJ) B i N
T.confusum (TconiBiBhAvilliAK) B ....G.C..G.G...A..A...G...AAC.T.T.C..C....CTACAGC..C...T..A...... TG.ATT..... A..A..G..C
Sitophilus sp (BOTRY) B ..C..TGC.G.G..TA...... G...A..... T.C..C....C.ACAGC.AC....C.AA....ACG.A.T........ A...o...
B.afer (Bafe B wAfe 1 B ..C...C.AG.G...A..A...G...A.C.T.T.C..C....C.ACAGC.AC....C.AAG...TTG.A.T.T. .. ... A..G...
E.kuehniella (Ekue B) B L. 7
C.alternans (Calt B) B i 2
A.chilonis (Ach A wCh3) A C.C..T...GGGCGTAAGAG.AGGCTT.C.T.TCCC AG.C.A..G..A.CAT..C.AG ATGTA.T..C TCTC.GC

A.albopictus (Aalb_A) A C.C..T...GGGCG.AAGAGTAGGCTT.CGT.TCCA...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG ATGTA.T.TC...TCTC.GC..
O.clarus (Oclar_A) A C.C..T...GGGCG.AAGAGTAGGCTT.CGT.TCCA...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG...ATGTA.T.TC...TCTC.GC. .
E.kuehniella (wKueUSDA) A C.A..T...GGGCG.AAGAG.AG.CTT.CGT.TC..C.TAG.C.A..G..A.CAT..C.AG...ATGTA.T..C...TCTC.GC..
C.obstrictus (Marsham) (CobsiAiswitZ) A CAA..T...GGGCG.AAGAG.AGGCTT.CGT.TCCA...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG...TTGTA.TGTC...TCTC.GC. .
O.cacaliae (Ocac_A wvdO) A CAA..T...GGGCG.AAGAG.AGGCTT.CGT.TCCA...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG...TTGTA.TGTC...TCTC.GC..
C.obstrictus (Marsham) (Cobs_ A USA) A CAA..T...GGGCG.AAGAG.AGGCTT.CGT.TCCA...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG...TTGTA.TGTC...TCTC.GC..
Coleoptera Staphylinidae (A CobbStaph) A C.A..T...GGGCGTAAGAG.AGGCTT.CGT.TC.C...AG.C.A..G..A.CATG.C.AG...ATGTA.T.TC...TCTC.GC..
A.emertoni (AemeiAiLWS) A CAA..T...GGGCG.AAGAG.AGGCTT.CGT.TCCA...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG. .CTTGTA.TGTC...TCTC.GC. .
E.kuehniella (Ekue A) A C.C..T...GGGCGTAAGAG.AGGCTT.C.T.TCCC...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG...ATGTA.T..C...TCTC.GC. .
Suillia sp (A Cobb27Hel) A C.A..T...GGGCGTAAGAG.AGGCTT.CGT.TC.C...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG...ATGTA.T.TC...TCTC.GC. .
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Ger) A CAA..T...GGGCG.AAGAG.AGGCTT.CGT.TCCA...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG...TTGTA.TGTC...TCTC.GC..
A.sparsa (Aspa A) A C.C..T...GGGCG.AAGAGTAGGCTT.CGT.TCCA...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG...ATGTA.T.TC...TCTC.GC..
F.occulta(Focc_A) A CAA..T...GGGCG.AAGAG.AGGCTT.CGT.TCCA...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG.C.TTGTA.TGTC...TCTC.GC..
Diptera (A PanBCI Calypl6) A C.C..T...GGGCG.AAGAGTAGGCTT.C.TCTC.C...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG...ATGTA.T.TC...TCTCAGC. .
P.coloradensis_ (Pcol A) A CAC..T...GGGCG.AAGAGTAGGCTT.CGT.TCCA...AG.C.A..G..A.CAT..C.AG...ATGTA.T.TC.C.TCTC.GC. .

Figura 3. Segunda parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatensidibachia (gatBoxA hcpA ftsz, fbpA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimérficos de coxA. Cada sequéncia concatenada pertence pawspetdfica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cepa
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posisém gmlimoérfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsubfastiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdaseanmho total de 2616 pb. As letras A e B representam os SupardrigpB de Wolbachia. As

cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atemanageaaslos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ hcpA ]
Z.subfasciatus (Zsub) CCAACTATCCTGCGACATAAGTCCGTAACTGCACTGTCGTCATCACGAACGTTCCCACGTTGGTTGGCTCCTAACAGAAAATATTACTATAGGGAAAAATT
L.oryzophilus (LOIXY B) B e e et a e et
T.urticae (WULLCONZ) B i e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e et e e e [ o
A.punctidactyla (Apun B) B Lo GT. el T e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [ G...
C.glycerion (Cgly B) B L WGT.e ol et e e e e e et et et e e e et e e e e e e Gt e e e G...
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B [ €1 Tt e e e e et e ettt e e e e e e e e e e e e e G...
Diptera Chloropidae (B NY Chlorol50737b) B ...GT...... e ettt i i it it it i it et e e e e P G...
M.fascifrons (wMfasl) S L Gevevennn Cout ettt eiee G...
C.silvicola (Csil) L..GT. ... T, T e e e e e e e e e e et ettt ettt ettt ettt e e Gttt e e e e e e e e e e G...
H.horticola (Hhor B wHho) B T..GT...... et e i it it it et i i e e T P G...
A.paphia (Apap) [ €1 Tt e e e e et et e et e e e e e e e e e e e e e G...
P.icarus (Pica B) B LL.GT. ... T e et e e e e e e e e e ettt et ettt ettt ettt et e et e, Govt et ettt e e e G.G....
T.persulcatus (WIKDL) B e e e e ettt et e ettt ettt e e [ G....
C.palaemon (Cpln) T e G...
C.oedippus (Coed B) B e Gl e e e e e e e e e e e e e e e e Gl e e e e e e
B.tabaci (wBtab) B T o e e e e e e e e et e e et e et e e et e ettt et e ettt et e ettt ettt e [
B.tabaci (Btab B W5) B T o e e e e e e e e et e e e et e et ettt ettt ettt ettt ettt e e S
B.tabaci (Btab B wAII7 26) B T ettt it ettt et e e e et et e L €
B.tabaci (Btab_B wAI 39) B T e et e i it it et e e e e et e e L
E.furuhashii (W-Efur) B T o e e e e e e e e e e e e e e ettt e e ettt et ettt ettt ettt e e et [
B.tabaci (Btab B wAII6-35) B T o e e e e e e e e et e e e e et e e e ettt ettt ettt ettt ettt e [
B.tabaci (Btab_ B W2a) B i e et e e e L€
P.stubbendorffii (Pstu B) B ..W.GT. ... T et et it et et e e et et e L G...
L.melissa (Lmel B) B ...GT. .. ... T o e e e e e e e e et e e et e et ettt et ettt ettt et e e e e e ettt et e e e e e et G...
B.tabaci (Btab B wAI 27) B T e e et i e e i ittt ettt ettt ettt €
O.ovalipennis_ (0ova B) B i ettt e L
B.tabaci (Btab B W3) B e et e e 1€ €
B.tabaci (Btab_ B _wCNL _11) B ettt €
B.tabaci (Btab_ B _wWCNL _41) B e e e T
B.tabaci (Btab B wAIIl 28) B i T et e e B €
B.tabaci (Btab B WAU 54) B e et 1€ €
B.tabaci (Btab B WATIIO 43) B et e €
B.tabaci (Btab B WAIIG—=38) B et [
B.tabaci (Btab_ B _wCNL _42) B e e e €
C.serratus (SP2) B BT e e e e e e e e e e e L

Figura 4. Terceira parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatdeadblbachia (gatBoxA hcpA ftsZ, fhpA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimérficos de hcpA. Cada sequéncia concatenada perteaceepausspecifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cep
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posiséi ¢mlimdrfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsulrfastiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdasugEtho total de 2616 pb. As letras A e B representam os SupsrgrepB de Wolbachia. As

cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atamanapedasios.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ hcpA ]
B.tabaci (Btab B WAII1l 29) B e et T G..G..o.. Gee e
B.tabaci (Btab B wAII3 49) B G e e oo .
S.oryzae (SONDYA) B . .GTC.C.T. ... T..C..A. . .A it A.T...G..... L A.G..T..... G..... L
B.tabaci (Btab B wAII1-30) B e et e it ittt ittt ittt et e e et e e e €
B.tabaci (Btab B Wla) B L. GT. ... T et e e e e e e e e et ettt et ettt et e et e et e e R G...

C.cephalonica (Ccep B BJ) B ... GT. ... T o e e e e e e e e e e e e ettt e et e ettt ettt ettt et et e e L G...

T.confusum (Tcon B BhAVIL1 AK) B ittt ittt tte ettt ete et e e e e e P
Sitophilus sp (BOTRY) B . .GTC.C.T. ... T..C.LA LA i it en A.T...G..... Gevvnniiiii A.G..T..... G..... L
B.afer (Bafe B wAfe 1 B L., T Al TA..... T Ao, CGG...... . G.G.CC
E.kuehniella (Ekue B) B ... GT. ... T o e e e e e e e e e e e e e e e et ettt ettt ettt ettt e A, T G...

C.alternans (Calt B) B ..., A...AC. ... T o e e e e e e e e e e e e e e e et e e ettt ettt e e L
A.chilonis (Ach_ A wCh3) A A...C.CTA....CTG...A...A.GCTCATG.CAC..CTTC.T..G.evv.... T.T.A.A.A..T CG GGC....CGTC.C.A...G.G.CC
A.albopictus (Aalb A) A ..., CGC.A..TAC...G.AC..A.GCTCAT..CAC..CTTC.T..G..... A..GT.AC..A..T CG GGT...... T.GCG G.G.C.
O.clarus (Oclar A) A ..., CGC.A...AC..... A..TA.GCTCATC.CAC..CTTC.T..G..... A..GT.AC..A.AT CG GGT...... T.GCG.A..G.G.CC
E.kuehniella (wKueUSDA) A  (.... CGC.A...AC..... A...AC.CTCATG.CAC..CTTC.T..G..... A..GT.AC..A..T..TT.G....GGT....CGTC.C.A...G.G.CC
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Switz) A  ..... CGC.A...AC..... A...A.GCTCATG.CA...CTTC.T..G..... A..GT.AC..A..T....CG....GGT...... T.GCG....G.G.CC
O.cacaliae (Ocac_A wvdo) A ..., CGC.A...AC..... A...A.GCTCATG.CA...CTTC.T..G..... A..GT.AC..A..T....CG....GGT...... T.GCG....G.G.CC
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A USA) A ..... CGC.A...AC..... A...A.GCTCATG.CA...CTTC.T..G..... A..GT.AC..A..T....CG....GGT...... T.GCG....G.G.CC
Coleoptera Staphylinidae (A CobbStaph) A  ..... CGC.A...AC..... A...ACG.TCATGTCAC..CTTC.T..G.. .. ... T.T.A.A.A.AT....CG...A.GC....CGTC.C..... G.G.CC
A.emertoni (Aeme A LW5) A ..., CGC.G...AC..... A...A.GCTCATG.CA...CTTC.T..G..... A..GT.AC..A..T....CG....GGT...... T.GCG....G.G.CC
E.kuehniella (Ekue A) A AL .C.CTA....CTG...A...A.GCTCATG.CAC..CTTC.T. .G v ... T.T.A.A.A..T....CG....GGC....CGTC.C.A...G.G.CC
Suillia sp (A Cobb27Hel) A .A...CGC.A...ACT....A...A.GCTCATG.CAC..CTTC.C..GG....T...T.A.A.AC.TT.TT.G....GGC....CGTC.C...A.G.GGCC
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Ger) A ..... CGC.A...AC..... A...A.GCTCATG.CA...CTTC.T..G..... A..GT.AC..A..T....CG....GGT...... T.GCG....G.G.CC
A.sparsa (Aspa A) A ... CGC.A...AC..... A..TA.GCTCATC.CAC..CTTCTTG.G....AA..GT.AC..A.AT....CG....GGT...... T.GCG....G.G.CC
F.occulta(Focc_A) A ..., CGC.A...AC..... A...A.GCTCATG.CA...CTTC.T..G..... A..GT.AC..A..T....CG....GGT...... T.GCG....G.G.CC
Diptera (A PanBCI Calypl6é) A  ..... CGC.A...AC..... A...ACG.TCATG.CAC..CTTC.T..G.vvuu.. T.T.A.A.A..T....CG....GGT....CGTC.C..... G.GGCC
P.coloradensis (Pcol A) A ..., CGC.AC..AC..... A.T.A.GCTCATC.CAC..CTTC.T..G.v..... T.T.ACA.A..T....CG....GGT...... T.GCG....G.G.CC

Figura 4. Terceira parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatdaadblbachia (gatBoxA hcpA ftsZ, fbpA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimoérficos de hcpA. Cada sequéncia concatenada perteaceepausspecifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatena@da da cep
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posisém gmlimorfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsudfagtiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para o0s seis genes pdasusmho total de 2616 pb. As letras A e B representam os Syguerdye B de Wolbachia. As
cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atamanazgeaasos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ hcpA 1
7 .subfasciatus (Zsub) TAGACTAATCTC
L.oryzophilus (Lory B) B ...,
T.urticae (wUrtCon2) B e
A.punctidactyla (Apun B) B ...GT.GG.T..
C.glycerion (Cgly B) B ...GT.GG.T..
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B ...GT.GG.T..
Diptera Chloropidae (B NY Chlorol50737b) B ...GT.GG.T.
M.fascifrons (wMfasl) C e
C.silvicola (Csil) ...GT.GG.T
H.horticola (Hhor B wHho) B ...GT.GG.T..
A.paphia (Apap) ...GT.GG.T..
P.icarus (Pica B) B ...GT.GG.T
I.persulcatus (wIxpl) B ...GT.GG.T..
C.palaemon (Cpln) Covininii
C.oedippus (Coed B) B Lo,
B.tabaci (wBtab) B ...
B.tabaci (Btab B wW5) B LL.LL.........
B.tabaci (Btab B wAII7 26) B ...,
B.tabaci (Btab B wAI 39) B L......i.o....
E.furuhashii (W-Efur) B ...
B.tabaci (Btab B wAII6-35) B L...........
B.tabaci (Btab B W2a) B ...,
P.stubbendorffii (Pstu B) B ...GT.GG.T..
L.melissa (Lmel B) B ...GT.GG.T..
B.tabaci (Btab B wAI 27) B ...,
O.ovalipennis_(Oova B) B ...,
B.tabaci (Btab B W3) B ...,
B.tabaci (Btab B wCN1 11) B L...........
B.tabaci (Btab_B wCN1_41) B ...,
B.tabaci (Btab_B wAIIl 28) B  ............
B.tabaci (Btab B wAU 54) B ...... Covn.
B.tabaci (Btab B wAII9 43) B ......o.0.0...
B.tabaci (Btab B wAII6-38) B~ ..... A......
B.tabaci (Btab B wCN1 42) B~ ... ........
C.serratus (SP2) B e

Figura 5. Quarta parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatematlotbalchia (gatBcoxA hcpA ftsZ fopA e wsp). Nesta figura séo representados
apenas os sitios polimérficos de hcpA. Cada sequéncia concatenada perteaceepausspecifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cep
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os numeros indicam a posiséi ¢mlimdrfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsudfagtiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdasugmho total de 2616 pb. As letras A e B representam os SupsrérepB de Wolbachia. As
cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que ateamanageaaslos.
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688899900011

913514936925
Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ hcpA ]
B.tabaci (Btab B wAIIl 29) B ... ...,
B.tabaci (Btab B wAII3 49) B ...... Coo..
S.oryzae (SONDYA) B ..., G.....
B.tabaci (Btab_B wAII1-30) B ......o.0....
B.tabaci (Btab B Wla) B .G.GT.GG.T..
C.cephalonica (Ccep B BJ) B ...GT.GG.T..
T.confusum (Tcon B BhAvill AK) B~ ............
Sitophilus sp (BOTRY) B ..., (C
B.afer (Bafe B wAfe 1 B ..A.T...CTCT
E.kuehniella (Ekue B) B .G.GT.GG.T..
C.alternans (Calt B) B L..........
A.chilonis (Ach A wCh3) A ..A.T...CTCT
A.albopictus (Aalb_A) A ..A.T...CTCT
O.clarus_(Oclar_A) A C.A.T...CTCT
E.kuehniella (wKueUSDA) A ..A.T...CTCT
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Switz) A ..A.T...CTICT
O.cacaliae (Ocac_A wvdO) A ..A.T...CTCT
C.obstrictus (Marsham) (Cobs_ A USA) A ALT...CTCT
Coleoptera Staphylinidae (A CobbStaph) A ALT...CTCT
A.emertoni (Aeme A LW5S) A ..A.T...CTCT
E.kuehniella (Ekue A) A ..A.T...CTCT
Suillia sp (A Cobb27Hel) A ..A.T...CTCT
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Ger) A ..A.T...CTCT
A.sparsa (Aspa A) A C.A.T...CTICT
F.occulta(Focc_A) A ..A.T...CTCT
Diptera (A PanBCI Calypl6) A ..A.TC..CTCT
P.coloradensis_ (Pcol A) A ..ALT CTCT

Figura 5. Quarta parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatemallobachia (gatBcoxA hcpA ftsz, fbpA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimorficos de hcpA. Cada sequéncia concatenada perteaceepaugspecifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cep
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posisém gmlimorfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsudfagtiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdasuenho total de 2616 pb. As letras A e B representam os SupsrérepB de Wolbachia. As
cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atearanazedaslos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ ftsz ]
Z.subfasciatus (Zsub) TATTCAAAAGTAATAAGAGCCTAGATTTCTGTCATCATCGGTCGCCATCATTACGTGTATTTTGTTAATTTGGAT
L.oryzophilus (Lory B) B ..., [ C.Avieienn. A e e
T.urticae (wUrtCon2) B .. ..., Y C.A..G..o... At e e
A.punctidactyla (Apun B) B ...... L C.A..G..vn.. Bt e e e
C.glycerion (Cgly B) B ..., L C.A..Govvvntn A i e
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B ...... L C.A..G.vvvnn A i e
Diptera Chloropidae (B NY Chlorol50737b) B ...... L C.A..G....... A e
M.fascifrons (wMfasl) ... [ € [, C.A..G..vnn. A.o.oo... Cov e e e e e
C.silvicola (Csil) ... [ C.A..G.vvunn. At e e e e
H.horticola (Hhor B wHho) B ...... L C.A..G....... A e
A.paphia (Apap) Lol L C.Acieiienn. A e e
P.icarus (Pica.B) B ... [ C.A..G..vunn. Bt e e e e e
I.persulcatus (wIxpl) B ..., [ C.A..G....... 2
C.palaemon (Cpln) il e CAiieiinn. AL i e
C.oedippus (Coed B) B ..., L C.Ac.eien.. N
B.tabaci (wBtab) B ... L C.A..G....... B e e et
B.tabaci (Btab B w5) B L..... [ C.A..G....... 2
B.tabaci (Btab B wAII7 26) B ...... LB e ettt e e e C.Au.Gevunnn. B
B.tabaci (Btab B wAI 39) B ...... CeBttee et AR, C.Av.Guuennn. BBttt C
E.furuhashii (W-gfur) 8  ..... L C.A..G....... B e e e e e C
B.tabaci (Btab B wAII6-35) B ...... O € P C.B..Guvurnn. B e
B.tabaci (Btab B W2a) B ..., [ C.A..G..ovnn A i e C
P.stubbendorffii (Pstu B) B ~  ..... CiGe it i e e C.A..G....... Aciiiiiiiiiiiiiii,
L.melissa (Lmel B) B L..... [ C.A. ..., B e e e e e e
B.tabaci (Btab B wAI 27) B L..... L C.A..G....... A e
O.ovalipennis_(Oova B) B ..., C.Guivviiiiiea [ C.A..G....... Aciiiiiiiiiiiiiinin
B.tabaci (Btab B wW3) B~ L..... [ C.A..G.ovvvnnn A i e C
B.tabaci (Btab_B wCN1_ 11) B ...... L € 2 C.A..G....... AL e e c
B.tabaci (Btab_B wCN1l 41) B ...... L € 2 C.A..G....... A e c
B.tabaci (Btab B wAIIl 28) B ...... (O Accoio... C.A..Gouunnn Bt C
B.tabaci (Btab B wAU 54) B ...... CuBe e et et Bovinnnn. C.A..Guuennn. B c
B.tabaci (Btab B wAII9 43) B ...... CaBe ettt e Buvivnnann. C.A .Guuennn. B c
B.tabaci (Btab B wAII6-38) B ...... CoBue i Accein... C.A..G....... Bt ¢
B.tabaci (Btab_B wCN1l 42) B ...... L € 2 C.A..G....... A e e c
C.serratus (SP2) B cCUlGCGG . e e Covvnnnnn C.A..G....... AL i e e

Figura 6. Quinta parte do Alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatelgatidsbachia (gatBcoxA hcpA ftsZ fhpA e wsp). Nesta figura sao representados
apenas os sitios polimdrficos de ftsZ. Cada sequéncia concatenada perterceepaim@specifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatena@a da cep
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posigém ¢mlimorfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsubfagtiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes paaswho total de 2616 pb. As letras A e B representam os Supsrgre® de Wolbachia. As

cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que ateamanageaaslos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ ftsz ]
B.tabaci (Btab B wAIIl 29) B ...... CoGeii i 2 C.A..G....... Al C
B.tabaci (Btab B wAII3 49) B ...... CoBuveeneeeannnn Ao.o... Bevininnnnn C.A..Geuunn.. Bt A
S.oryzae (SONDYA) B CLlGCGG . e e Covvvnnnnn C.A..Govvvnn B e
B.tabaci (Btab B wAIIl1-30) B ...... O Ao, C.A..Goovvnt Bt e C
B.tabaci (Btab B Wla) B~ L..... [ C.A. ... At e
C.cephalonica (Ccep B BJ) B ..., GC.G...... N C.A..G....... 2
T.confusum (Tcon B BhAvill AK) B ..... O C.A..G....... F Gevvevenn
Sitophilus sp (BOTRY) B CUlGCGG . e Covvnnvnnn C.A..G.ovvnt Bt e
B.afer (Bafe B wAfe 1 B [ G . T..... C.A..G....... A e
E.kuehniella (Ekue B) B ...... [ T.C...... C.A. ..., 2
C.alternans (Calt B) B [ 1 T..C.A..G LCGT .. T..Ce it e e e e e ee e
A.chilonis (Ach_ A wCh3) A ..C..GC.T.CG G..CT..GAG. ..ot viiininnnn. C.A..Gevvvnn A...Govvvnnn. [C . T
A.albopictus (Aalb_A) A .C.AG.C.C.C.G.GGCGC.T..ACC AC.G.AGATAT.AATTG..CC.G...T...CC..CC.GCC..A
O.clarus (Oclar A) A ... GC.T.C....... CT.C.ACC....AC.G.AGATAT.AATTG..CC.G...T...CC..C..GCCC.A
E.kuehniella (wKueUSDA) A C.A..C.C.C.G.G.CGC.T..AC..... AC.G.AGATAT.AATTGC.CC.G...TC..CC..CC.GCCC.A
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Switz) A C.A..C.T.C.G.G.CGC.T..ACC....AC.G.AGATAT.AATTG..CC.G...T...CC..CC.GCCC.A
O.cacaliae (Ocac_A wvdO) A C.A..C.T.C.G.G.CGC.T..ACC....AC.G.AGATAT.AATTG..CC.G...T...CC..CC.GCCC.A
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A USA) A .C.A..C.T.C.G.G.CGC.T..ACC....AC.G.AGATAT.AATTG..CC.G...T...CC..CC.GCCC.A
Coleoptera Staphylinidae (A CobbStaph) A .C.A..C.C.C.G.G.CGC.T..AC..CT.A..G.AGATAT.AATTGC.CC.G...T...CC.ACC.GCCC.A..
A.emertoni (Aeme A LW5) A C.A..C.T.C.G.G.CGC.T..ACC....AC.G.AGATAT.AATTG..CC.G...T...CC..CC.GCCC.A..
E.kuehniella (Ekue A) A C.A..C.C.C.G.G.CGC.T..AC..... AC.G.AGATAT.AATTGC.CC.G...TC..CC..CC.GCCC.A
Suillia sp (A Cobb27Hel) A C.A..C.C.C.G.G.C.C.T..AC..CT.A..G.AGATAT.AATTGC.CC.G...T...CC.ACC.GCCC.A
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Ger) A C.A..C.T.C.G.G.CGC.T..ACC. AC.G.AGATAT.AATTG..CC.G...T...CC..CC.GCCC.A
A.sparsa (Aspa A) A ... GC.T.C....... CT.C.ACC AC.G.AGATAT.AATTG..CC.G.A.T...CC..C..GCCC.A
F.occulta(Focc A) A .C.A..C.T.C.G.G.CGC.T..ACC....AC.G.AGATAT.AATTG..CC.G...T...CC..CC.GCCC.A
Diptera (A PanBCI Calypl6) A .C.A..C.CAC.G.G.CGC.T..AC.C...ACTG.AGATAT.AATTGCTCC.G...TC..CC..CC.GCCC.A..
P.coloradensis_ (Pcol A) A .C.A..C.T.C.G.G.CGC.T..ACC....AC.G.AGATAT.AATTG..CC.G...T...CC..CC.GCCCAA..

Figura 6. Quinta parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatdeadthachia (gatBcoxA hcpA ftsz, fbpA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimorficos de ftsZ. Cada sequéncia concatenada perterceepaimspecifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cep
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posisém gmlimorfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsudfagtiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdasugEtho total de 2616 pb. As letras A e B representam os Supergrepd de Wolbachia. As

cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atamanazgeaasos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ fbpA ]
Z.subfasciatus (Zsub) AATATGCGTTGCCAAAGCTATAATTCGATAGCCGTGTGTTGCCGTCCGATAGTGTGCCCCACCAACCAACAGTCGCACACATCTTCATTACTTTGGGAAC
L.oryzophilus (LOIXY B) B ettt e et
T.urticae (wUrtCon2) B ..., R O N O R SN Y
A.punctidactyla (Apun B) B ...... N € O €
C.glycerion (Cgly B) B L..... P 1 Y
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B ...... O L € T i e
Diptera Chloropidae (B NY Chlorol50737b) B ...... O € €
M.fascifrons (wMfasl) ... P O N ) R N L N
C.silvicola (Csil) ... P O N ) R N
H.horticola (Hhor B wHho) B ...... N S
A.paphia (Apap) Ll R P 1
P.icarus (Pica.B) B ... T N € N L LR N
T.persulcatus (WIRDL) B e e e e e e e e e e ettt e et e e e e ettt ettt
C.palaemon (Cpln) ..., 1 Y
C.oedippus (Coed B) B e G...GG...A....... TT....A..... A..T.TT..TGG.T..... G..T..G.GCTCCA.CC.TC.C.AA. .-
B.tabaci (WBtab) B i e e e e e e e ettt e e et e e e TT....A..... A..T..T..iiiiiiia.. T e et e e e e e e e e e
B.tabaci (Btab7B7W5) e TT....A..... 2
B.tabaci (Btab B WAIIT7 26) B e TT....A..... S R AP
B.tabaci (Btab B WAI 39) B e TT....A..... R AP
E.furuhashil (W=EfUr) B e e e e e e e e e e et e e e e e e TT....A..... 2
B.tabaci (BtabiBiwAII6—35) B e e e e e e e et et e e e TT....A..... 2
B.tabaci (Btab B W2a) B ..., N S
P.stubbendorffii (Pstu B) B ~  ...... T O Teoeeen.. T..G.GCTCCA.CC.TC.C.AA. .-
L.melissa (Lmel B) B ..... R O N L s N
B.tabaci (Btab B WAL 27) B e e e TT....A..... T
O.ovalipennis_(Oova B) B e e e TT....A..... A..T..T..TG..T..... CT.T..G.GCTCCA.CC..C.A.AA. .-
B.tabaci (Btab B W3) B L..... T N T e e e e e i ettt e
B.tabaci (Btab B wCNl 11) B ...... PR & ¢ S R e N
B.tabaci (Btab B wCNl 41) B ...... P © ¢ S R N N A
B.tabaci (Btab B wAIIl 28) B ...... P € ¢ S R T N N
B.tabaci (Btab B wAU 54) B ...... T - G R B c - N PP
B.tabaci (Btab B wAII9 43) B ...... T..C...G..A. ... T..GT..GG.T . A ittt iiiiieeeeenn B e i e e et i i e
B.tabaci (BtabefwAII6—38) B Ll N o
B.tabaci (Btab B wCNl 42) B ...... P © ¢ S PR T N A
C.serratus (SP2) B e i et e i e G...GG...A....... TT....A..... A..T.TT..TGG.T..... G..T..G.GCTCCA.CC.TC.C.AA. .-

Figura 7. Sexta parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatenadabatehid/ (gatBcoxA hcpA ftsZ, fopA e wsp). Nesta figura séo representados
apenas os sitios polimoérficos de fopA Cada sequéncia concatenada perterceepaispecifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cepa
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posiséim ¢mlimdrfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsudrfastiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdasugEtho total de 2616 pb. As letras A e B representam os SupsrgrepB de Wolbachia. As

cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que ateamanazeaaslos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ fbpA ]
B.tabaci (Btab B wAIIl 29) B ...... R & O N R L N
B.tabaci (Btab B wAII3 49) B ...... T..C.veGuB e T BT GG Tt tB ettt e e e Bt
S.oryzae (SONDYA) B i e e ettt e ettt ettt ettt et e [ Covvnn
B.tabaci (Btab B wAII1-30) B N TT....A..... A..T..T..TG.AT..... CTTT..G.GCTCCA. . v iiinann
B.tabaci (Btab_B_Wla) B e e e e G...GG...A....... TT....A..... A..T.TT..TGG.T..... G..T..G.GCTCCA.CC.TC.C.AA. .-
C.cephalonica (Ccep B BJ) B i it G...GG...A....... TT....A..... A..T.TT..TGG.T..... G..T..G.GCTCCA.CC.TC.C.AA. .-
T.confusum (Tcon B BhAvill AK) B o TL.T.CCAL vt T..GT..AGA.TAC..... ATT..vvivnenn. CT.A.TG.TG..T..... AT.T..G.G.TCCA.CC..C.C.AA. .-
Sitophilus sp (BOTRY) B e e i, G...GG Ao, TT....A..... A..T.TT..TGG.T..... G..T..G.GCTCCA.CC.TC.C.AA. .-
B.afer (Bafe B wAfe 1B  ..... T..C...G..A....T..GTA.GG.T...A......... Tt TG.AT..... CT.T..G.G.TACA.C...CC.ARA. .-
E.kuehniella (EkueiB) B e e e e e G...GG...A....... TT....A..... A..T.TT..TGG.T..... G..T..G.GCTCCA.CC.TC.C.AA. .-
C.alternans (CaltiB) B ..TC..TC Tooo.. C..T..GT..AGA...CA..C Teoeeeoe.. A..T..T..TG..T..... GT.T..G.GCTCCA.CC.TC.C.AA. .-
A.chilonis_(Ach_ A wCh3) A ..C.ATTC.AT..GGATC.CTGC.T.GGG...T.ACA...T..C.T.GC.ACA.ATG.A...... T...G...A.G...G....A.C..A.........
A.albopictus (Aalb_A) A ...C.ATTCCAT....ATCG.T.C.T.GAG...T...A...TT.C.T..CGACA.ATG.A...... Tt e e e e e C..Aiiivin..
O.clarusi(OclariA) A CC.C.ATTCCAT....ATCG.T.C.T.GAG.T.T...A...TT.C.T..CGACA.ATG.A...... TG....... TG. (G C..A .. ...
E.kuehniella (wKueUSDA) A ..C.ATTCCAT.GG.ATCG.T.C.T.GAG...T...A...T..C.T..CGA.A.ATG.A.T T G A.G. G A.C..A. ...
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Switz) A .C.ATTCCAT....ATCG.T.C.T.GAG...T...A...TT.C.T..CGACA.ATG.A..T T e e e et e e GC.GA...AAA.G

O.cacaliae (Ocac_A wvdO) A ..C.ATTCCAT....ATCG.T.C.T.GAG...T...A...TT.C.T..CGACA.ATG.A..T Tt et e e et C.o.Avoiiiin..
C.obstrictus (Marsham) (CobsiAiUSA) A ..C.ATTCCAT....ATCG.T.C.T.GAG...T...A...TT.C.T..CGACA.ATG.A..T T e e e e e e et e e GC.GA...AAA.G

Coleoptera Staphylinidae (A CobbStaph) A .C.ATTCCAT....ATCG.T.C.T.GGG...T...A.C.TT...T..CGACA.ATG.A..T T e et e GC.GA...AAA.G

A.emertoni_ (Aeme A LW5) A ..C.ATTCCAT....ATCG.T.C.T.GAG...T...A...TT.C.T..CGACA.ATG.A..T T et et e e ColAvoiiiin..
E.kuehniella (Ekue A) A ..C.ATTC.AT..GGATC.CTGC.T.GGG...T.ACA...T..C.T.GC.ACA.ATG.A...... T G A.G...G. A.C..Avciiin..
Suilliaispi(AiCobb27Hel) A ..C.ATTCCAT....ATCG.T.C.T.GGG...T...A.C.TT...T..CGA.A.ATG.A..T T e e e e e e e e e e GC.GA...AAA.G

C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Ger) A ...C.ATTCCAT....ATCG.T.C.T.GAG...T...A...TT.C.T..CGACA.ATG.A..T T e e e e e e e et eee e GC.GA...AAA.G

A.sparsa (Aspa A) A CC.C.ATTCCAT....ATCG.T.C.T.GAG.T.T...A...TT.C.T..CGACA.ATG.A...... TGG...... TG...G.... .. C.o.Aioiiin..
F.occulta(Focc A) A .C.ATTCCAT....ATCG.T.C.T.GAG...T...A...TTAC.T..CGACA.ATG.A..T T ettt e e e C..Aioiiin..
Dipteraf(AﬁPanBC17Calypl6) A ...C.ATTCCAT.GG.ATCG.T.C.T.GAG...T...A...T..C.T..CGACA.ATG.A.T T G A.G. G A.C..A.........
P.coloradensis_ (Pcol A) A CC.C.ATTCCAT...GATCG.T.C.T.GAG...T...A.G.TT.C.T..CGAC..ATG.A..T T A e e e C..A...... G

Figura 7. Sexta parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatenaddbatshid/dgatB coxA hcpA ftsZ, fbpA e wsp). Nesta figura sédo representados
apenas os sitios polimérficos de fbpA. Cada sequéncia concatenada perterrceepaimspecifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cepa
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os ndimeros indicam a posisém gmlimérfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsubfastiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdamumho total de 2616 pb. As letras A e B representam os SupesrdrgpB de Wolbachia. As

cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atamanaggeaasos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ fbpA ]
7 .subfasciatus (Zsub) AGAAAGAGTCTGGA
L.oryzophilus (Lory B) B i,
T.urticae (wUrtCon2) B _.... Ao,
A.punctidactyla (Apun B) B ..., Aoveeen..
C.glycerion (Cgly B) B ..., Ao,
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B~ ..... Ao,
Diptera Chloropidae (B NY Chlorol50737b) B ..... Ao,
M.fascifrons (wMfasl) ... Ao,
C.silvicola (Csil) L. Ao,
H.horticola (Hhor B wHho) B ..., Ao,
A.paphia (Apap) il Ao,
P.icarus (Pica.B) B ... Ao,
I.persulcatus (wIxpl) B ..., Ao,
C.palaemon (Cpln) ..., Ao,
C.oedippus (Coed B) B~ ————= A.A...AAG
B.tabaci (wBtab) B ... Ao
B.tabaci (Btab B w5) B ..., Ao
B.tabaci (Btab B wAII7 26) B ..... Boooooo..
B.tabaci (Btab B wAI 39) B ..., Acveein..
E.furuhashii (W-gfur) 8 ... A,
B.tabaci (Btab B wAII6-35) B ..., Ao,
B.tabaci (Btab B W2a) B ..., Ao
P.stubbendorffii (Pstu B) B -——-—-—- AA......
L.melissa (Lmel B) B ..., Ao
B.tabaci (Btab B wAI 27) B ..., Al.......
O0.ovalipennis_(Oova B) B ———-- A.A.TCAAG
B.tabaci (Btab B wW3) B ..., A...ooo...
B.tabaci (Btab_B wCN1 11) B ..... Al.......
B.tabaci (Btab_B wCN1 41) B ..., Al.......
B.tabaci (Btab_B wAIIl1 28) B ~  ..... Al.......
B.tabaci (Btab B wAU 54) B ..., Ao,
B.tabaci (Btab B wAII9 43) B~ ..... A...oo...
B.tabaci (Btab B wAII6-38) B~ ..., Ao
B.tabaci (Btab_B wCN1l 42) B ..., Al.......
C.serratus (sp2) B  ===== A.A...AAG

Figura 8. Sétima parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatenadubaitthid/ (gatBcoxA hcpA ftsZ, fopA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimoérficos de fopA Cada sequéncia concatenada perterceepairaspecifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cepa
Zsubl presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posiséi ¢mlimdrfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentsudfagtiatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdasugtho total de 2616 pb. As letras A e B representam os SumsrgrepB de Wolbachia. As

cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que ateamanageaaslos.
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22222222222222
00000000000000
33333334555677
12345683012856
Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ fbpA
B.tabaci (Btab B wAIIl 29) B ..... A........
B.tabaci (Btab B wAII3 49) B ..... A........
S.oryzae (SONDYA) B ..., Ao,
B.tabaci_(Btab_B wAII1-30) B ~  ..... Ao,
B.tabaci (Btab B Wla) B ~ —---- A.A...AAG
C.cephalonica (Ccep B BJ) B  -—-—-—-- A.A...AAG
T.confusum (Tcon B BhAvill AK) B ~ -—---- A.A...AAG
Sitophilus sp (BOTRY) B =————= A.A...AAG
B.afer (Bafe B wAfe 1B  —---—- AGA.TCAAG
E.kuehniella (Ekue B) B —----- A.A...AAG
C.alternans (CaltB) B —--——- A.A...AAG
A.chilonis_(Ach A wCh3) & ... A.AC.....
A.albopictus (Aalb_ A) A ..., A.A...A..
O.clarus_ (Oclar A) A ..., A.A......
E.kuehniella (wKueUSDA) A  .... A.AC.....
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Switz) A  ..... A.A...AA.
O.cacaliae (Ocac_A wvdo) a ..., AA......
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A USA) A ..... A.A...AA.
Coleoptera Staphylinidae (A CobbStaph) A  ..... A.A....A.
A.emertoni_ (Aeme A LW5) A ..., A.A......
E.kuehniella (Ekue A) A ..., A.AC.....
Suillia sp (A Cobb27Hel) A ..., A.A....A.
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Ger) A ..... A.A...AA.
A.sparsa (Aspa A) A L. AA......
F.occulta(Focc_A) A ... AA......
Diptera (A_PanBCI Calyplé) A ..... AA......
P.coloradensis (Pcol A) A ..., A.A......

Figura 8. Sétima parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatenadubatshid/ (gatBcoxA hcpA ftsz, fopA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimérficos de fbpA. Cada sequéncia concatenada perterceepaimspecifica. Cada ponto indica similaridade com a sequéncia concatenada da cep
Zsub presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posicém g¢mlsnérfico, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presentes@nfagciatus como
referéncia. As sequéncias na forma concatenada para os seis genes pdasunho total de 2616 pb. As letras A e B representam os SupsrgreB de Wolbachia. As

cepas em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atamanaggeéasos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ wsp ]
Z.subfasciatus (Zsub) AAGGTTATACA---AAGCAACAGGTAAGAAAAGGAT---—-————=-—-—— AGTCCCTACAAGATTAATTGGATTTTCTATGAGGCCACAATAGCTAGTACAG
L.oryzophilus (Lory B) B R e B e e T T T T T T T T e e e e e et e e e e GA..... G..A
T.urticae (wUrtCon2) B .. e et
A.punctidactyla (Apun B) B ..., Rttt U Gevvvennnnn
C.glycerion (Cgly B) B ..., ettt Govvwvvnnn
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B ... ..., T e e e e e e e e T T T T T T T T T e e et e e et e e e Govvwvvnenn
Diptera Chloropidae (B NY Chlorol50737b) B ........... T e e e e e e T T T T T T T T T o e e ettt i e Gevevneenns
M.fascifrons (wMfasl) .. e ettt Gueveeeeeen
C.silvicola (Csil) e e ettt Geveeeeen
H.horticola (Hhor B wHho) B ... ...... e T S T ittt Gevvvnnns
A.paphia (Apap) i e e B B e T T T T T T T e e et Tt i iie e Gevvvvvnenn
P.icarus (Pica B) B L.l e e e, N - Nt 2 Gueveeeeeenn
I.persulcatus (wIxpl) B D ot T ittt GA..... G..A
C.palaemon (Cpln) L., A.-——..... Gttt et e T T T T T T T T T T et e e e e e e e Gevvevvnnnn
C.oedippus (Coed B) B ..., ettt GA..... G..A
B.tabaci (wBtab) B ... e e ittt et e ettt st e i ittt e e B e e e e e [
B.tabaci (Btab B W5) B [ Rt T ittt LTt LT T e e e e e e e e e et e et e ettt [
B.tabaci (Btab B wAII7 26) B [ i ittt PP et e e e e Gevvvnnnn
B.tabaci (Btab B wAI 39) B ..., T e e e e T T T T T T T T T e e e e Gevvvnnnn
E.furuhashii (W-Efur) B Cuoveeieeen Rt S ittt LTl Tt PR T o e e e e e e e e e e e et e ettt [
B.tabaci (Btab B wAII6-35) B Cuoveeieeen Rt T e intatatat LTt Lt P T o e e e e e e e e e e e et e e ettt e [
B.tabaci (Btab B W2a) B ..., T e e e e T T T T T T T T T e et e e Gevvnnnnn
P.stubbendorffii (Pstu B) B WAL e Sttt GA..... G..A
L.melissa (Lmel B) B P e e it ettt e ettt e i i it e e et e et et et GA..... G..A
B.tabaci (Btab B wAI 27) B Covvnnnn ettt PR T e e e e e e e Gevevnins
O.ovalipennis_(Oova B) B L.....0.... T e Cuviii i = Tt e e e e Gevvvnnnn
B.tabaci (Btab B W3) B~ ..., T e e e T T T T T T T T T e et e Gevvvnnnn
B.tabaci (Btab B wCN1 11) B L.......... T e e e e e e T T T T T T T T e e et Gevevnens
B.tabaci (Btab B wCN1 41) B~ .......... T e e e e e e e T T T T T T T T e ettt e Gevevnnns
B.tabaci (Btab B wAIIl 28) B ........... T e e e e e e e T T T T T T T T e ettt e Gevevnenns
B.tabaci (Btab B wAU 54) B L.......... T e e e T T T T T T T T T T e e e e Govvvnnnn
B.tabaci_ (Btab B wAIIS 43) B ..., T e e e e T T T T T T T T T e et e e Govvinnnns
B.tabaci (Btab B wAII6-38) B ..., T e e e e e e e T T T T T T T e ettt e Gevvvnnns
B.tabaci (Btab B wCN1 42) B .......... T e e e e e e T T T T T T T T ettt Gevvvninns
C.serratus (sp2) B i i, T e e e e e T T T T T T T T T T e et e e e e e e GA..... G..A

Figura 9. Oitava parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatenatlotbaehia (gatBcoxA hcpA ftsZ fopA e wsp). Nesta figura séo representados
apenas os sitios polimoérficos dsp. Cada sequéncia concatenada pertence a uma cepa especifica. Cada ponto indicadsirodanid sequéncia concatenada da cepa Zsub
presente em Z. subfasciatus. Os numeros indicam a posi¢éo do siti@rfadinconsiderando a sequéncia concatenada de Zsub presente emsZissulsfaomo referéncia.

As sequéncias na forma concatenada para os seis genes possuem ottatalath@616 pb. As letras A e B representam os Supergrup&de &\olbachia. As cepas em
vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacammgeaogmdos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ wSsp ]
B.tabaci (Btab B wAIIl 29) B .......... 5ttt Govevniiins
B.tabaci (Btab B wAII3 49) B L.......... 5ttt Gevvniiens
S.oryzae (SONDYA) B i i e ——— e e CoCiiiiiiiiiiieen (G G..A
B.tabaci (Btab B wAII1-30) B .......... T T Sttt Gevevnnnns
B.tabaci (Btab B Wla) B LL......... e A A T T T T T T e T Gevevniiins
C.cephalonica (Ccep B BJ) B G.A.CC..GA.---T.AA..A...ACC...GTTC..-======—=———— GA...T..A.GC....G...C....CTCG..G.A...... C.AAC.ACGAC.
T.confusum (Tcon B BhAvill AK) B v Gal e A T T T T T T T T T e i e e e e Cui i Gevvvnnnn
Sitophilus sp (BOTRY) B e —_—— ... ittt AU R CeChiiiiiiiee e Gevunn G..A
B.afer (Bafe B wAfe 1B ..., Bmm e e TTTTT T T T T T T i e Teviiiii it T....A...G..ovinn...
E.kuehniella (Ekue B) B .GA...G....-———T.AA.T...... G..C..CA..—=—==——————— . ..... A.CC...C..A....... TCG....A....... GAG....G..

C.alternans (Calt B) B ..., AG---T..A..AG.AAGCA.GGCTC.A--=—=——————— GA...T..A.GC..C.C...ovi. C..AG. ... AAC.A.GAT.
A.chilonis_(Ach A wCh3) 2  ...... GC...GGTGCAA. .AGAAGCT.CGG.TAC.GGTACAACTACTGAC.TTATA.GCT...G..... C.CC.Cevuvn.. TG..GC.AGCG..... C
A.albopictus (Aalb_ A) A Lol C---T.AAG.A..AC.GAGTG.TT.C-=——=====—==—. . ... A..A.CCiviivninnnn. CC.CG....AGT.T.CC.AAC.A.GAT.
O.clarus_(Oclar A) 2 L..... GC...GGTGCAA..AGAAG.T.CGG.T.C.GGTACAACTACTGAC.TTATA.GCT...G. v .. ... CC.Covvn... TG..GC.AG.G..... C
E.kuehniella (wKueUSDA) A o iiieeeenn C---T.AAG.A..AC.TAGTG.TT.C————————————. . ... A..A.GCG..C..... G..CC.CG....AGT.T.CC.AAC.A..AT.
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Switz) A ........ G..-——C.AA.T....C....C..TA. . —=——=———==—=........ A.GC...... C..G...C.CGC...A...TGG.GAA....G...
O.cacaliae (Ocac_A wvdo) a ...... GC...GGTGCAA. .AGAAGCT.CGG.TAC.GGTACAACTACTGAC.TTATA.GCTC. .G. ... ... CC.Covivnnn TG..GC.AGCGA....C
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A USA) A .......... C---T.AAG.A..AC.TA.TG.TT.C—-=====—==——— . . ... A..A.GC...... C..G...C.CGC...A...TGG.GAA....G...
Coleoptera Staphylinidae (A CobbStaph) A  .......... C---T.AAG.A..AC.TA.TG.TT.C—=====———=—=. .. .. A..A.GCG....cvvu.. CC.CG..... GTG...C.AGC.A..AT.
A.emertoni_ (Aeme A LW5) A ..A...G....GGTCTAA..AGAAACT.G.G.TACAGCCGACACTACTGA.TTGACACGCT....C...... CCTC...... AT.TGGC.AA...... TA
E.kuehniella (Ekue A) A ..., GC...GGTGCAA. .AGAAGCT.CGG.TAC.GATACAACTACTGAC.TTATA.GCT...G. ... ... CC.Cuvvinn TG..GC.AGCG..... C
Suillia sp (A Cobb27Hel) A ........ G..-—-C.AA.T....C....C..TA. .~ =—=———————— . .. ..... A.GC...... C..G...C.CGC...A...TGG.GAA....G..

C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Ger) A .......... C---T.AAG.A..AC.TA.TG.TT.C-=========—— . . ... A..A.GCG.ovveununn. CC.CG..... GTG...C.AGC.A..AT.
A.sparsa (Aspa A) A ... G....GGTCTAA..AGAAGCTAC.G.TACAACTGACACTACTGA..TGAC..GCT...G....... C.TC...... GT...GC.AA...... TA
F.occulta(Focc A) A ..A...G....GGTCTAA. .AGAAACT.G.G.TACAGCCGACACTACTGA.TTGACACGCT....C...... CCTC...... AT.TGGC.AA...... TA
Diptera (A PanBCI Calypl6) A ...... GC...GGTGCAA..AGAAGCT.CGG.TAC.GATACAACTACTGAC.TTATA.GCT...G. ... ... CC.Covvvnnn TG..GC.AGCG..... C
P.coloradensis (Pcol A) A ..., GC...GGTGCAA..AGAAG.T.CGG.T.C.GGTACAACTACTGAC.TTATA.GCT...G....... CC.Cuvvvnnn TG..GC.AG.G..... C

Figura 9. Oitava parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatenatlotbalehia (gatBcoxA hcpA ftsz, fbpA e wsp). Nesta figura séo representados
apenas os sitios polimérficos @ep. Cada sequéncia concatenada pertence a uma cepa especifica. Cada ponto indicadsirodanid sequéncia concatenada da cepa Zsub
presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posicéo do stiérficdi, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presente erasciastuisfcomo referéncia.

As sequéncias na forma concatenada para os seis genes possuem o tamarh6ifigblol As letras A e B representam os Supergrupos A e B dachialbAs cepas em
vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacarmgr&osdos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ wsp ]
Z.subfasciatus (Zsub) CTGTAGTAAATACTTCTGAAAAA-————— AATGTCAGCGTTAAATAATGCCAGTCCGTTAACGCATCAAAGCTGATGCAGTTAAAGATCAAA---GGATG
L.oryzophilus (Lory B) B ... ..., TT.GA.AAC-——————————— PR A e e ——— ..
T.urticae (WUrtCon2) B e e e e e e e C i mmm e it ittt et ettt taaneeaaaneea ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ——— i
A.punctidactyla (Apun B) B i L ——— ...
C.glycerion (Cgly B) B i e L ——— .
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B i e e m o o o e e e e e e e e e e e e e e e e .
Diptera Chloropidae (B NY Chlorol50737b) B ......eiiiiiinennnnn. L G—==.....
M.fascifrons (wMfasl) e e e e Cimmmmmm e i ittt ittt e e eeaeeeaaaseeeeeeeeeaanneaaaseeeeneeeennneennnneana ——— e
C.silvicola (Csil) e e e e e e e Com————— i iie ... T e e e e e e e e e et et ettt ettt e e ettt e e e ——— i
H.horticola (Hhor B wHho) B e L ..
A.paphia (BApap) e e L -
P.icarus (Pica B) B e £ i mmm oo o i ittt ettt ettt aaaneeeaaseeeaaeeaaaaeeeaesseaaanneaaaneeeaaneeas ——— i
I.persulcatus (wIxpl) B ....... TC.GA.AAC———————————— R N L Govueem=—— ...
C.palaemon (Cpln) i e Gevvvvnnn O Al ..
C.oedippus (Coed B) B ..., TC.GA.AAC———————————— B Gevwem——o i
B.tabaci (wBtab) B e e e e e Cammmm e ittt ittt eeteeoseesassesseoseasnssencesnonns B e e e e e e e e
B.tabaci (Btab B w5) B ..., T e e e e e e eeeee Cimmmmm o i it ittt eeaaeeaaeeseaassseaaessseacssseecssssseecsneeascscsncecnees AGA---..
B.tabaci (Btab B wAII7 26) B ..... Tt G m o oo e e e e e e AGA---..
B.tabaci (Btab_ B wAI 39) B e Lt .
E.furuhashii (W-gfur) 8 ..., T e e e e e e et eee C e mm e e o ittt ettt eoeecneeaneseoseecssoenseseneesssenssseseeascseseccneannseas AGA---..
B.tabaci (Btab B wAII6-35) B ..... Tttt G e m oo e e e e e e et e et AGA---..
B.tabaci (Btab B W2a) B ..., Govvvnnnnan e m o o i i i e e e e et et e .
P.stubbendorffii (Pstu B) B  ....... TC.GA.AAC-——————————— € Govimm—a it
L.melissa (Lmel B) B L....... TC.GA.AAC———=———————— R N ) Gov'e'm—— . ...
B.tabaci (Btab B wAI 27) B ..... Tt e G e m oo e e e e e e et e et et AGA-—-..
O.ovalipennis_(Oova B) B e Cim oo e e e e e Acviiiiiiiann.n e
B.tabaci (Btab B wW3) B ..., Govvnneeee L e
B.tabaci_ (Btab_B wCN1_11) B e L ...
B.tabaci_ (Btab_B wCN1_41) B e G oo T e e e e et ...
B.tabaci_ (Btab_B wAIIl 28) B e L ...
B.tabaci (Btab B wAU 54) B e e e
B.tabaci (Btab B wAII9 43) B e L e
B.tabaci_ (Btab_B wAII6-38) B e L ..
B.tabaci_(Btab_B wCN1_42) B e L ...
C.serratus (sp2) B L., TC.GA.AAC———————————— B € € Govvvm—— it

Figura 10. Nona parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatenatlotbaehia (gatBcoxA hcpA ftsZ fopA e wsp). Nesta figura séo representados
apenas os sitios polimorficos dep. Cada sequéncia concatenada pertence a uma cepa especifica. Cada ponto indicaderodanid sequéncia concatenada da cepa Zsub
presente em Z. subfasciatus. Os numeros indicam a posi¢éo do sitirfadinconsiderando a sequéncia concatenada de Zsub presente emsZiagulsfaomo referéncia.

As sequéncias na forma concatenada para 0s seis genes possuem ottatalaté@616 pb. As letras A e B representam os Supergruposde a\Blbachia. As cepas em
vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacarmgr@&osados.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ wSsp ]
B.tabaci (Btab B wAIIl 29) B i O e -
B.tabaci (Btab B wAII3 49) B i o oo e e e e i i -
S.oryzae (SONDYA) B i el T-——-—- AAC..G.C...T..G....G.evvvvnnn A e i i e e e, Govm=— il
B.tabaci (Btab B wAII1-30) B e O ..
B.tabaci (Btab B Wla) B i oo o e e -
C.cephalonica (Ccep B BJ) B T.AGT.GTGCA---A.ATTT.CTCCAACA.C..... S [ N e e e e
T.confusum (Tcon B BhAvill AK) B . ..iiiitiiniinennnnnn C oo o i i e e e e e e e e ..
Sitophilus sp (BOTRY) B i ammmmm— o T-—-—--- AAC..G.C...T..G....G.vvevnnn. A e e e e Govomm— il
B.afer (Bafe B wAfe 1 B A e C.—————- i T i ..
E.kuehniella (Ekue B) B Ao G..———=————- .CTTCTCCAGCA. .T..A. .. ... CAT..A..T GGA....T.GTA.A..GATTAC.GGT...A. TCT.....
C.alternans (Calt B) B T.ACT.GTGCA---G.ATTT.CTCCAGAT.C...... TA.GG.G.G...... A.T.A Cu et [C G..... GG--- G
A.chilonis_(Ach A wCh3) A T.---.ATGTAG..C..ACTCC.-==——— GCAA. . . it iiiee A...A..T G.T..CATGGCA.C---..T..G.GTAG....TGGTAA. .C
A.albopictus (Aalb_A) A T.AA..ATGTAGTA.T.ACCCC.GCAGAT.C.A..GA....... A..CA...A..T GG...C.TG..A.C-—-..TA.A..TA..... CAGTAA
O.clarus_(Oclar A) A T.---.AG..AG..C....TCC.-===—— GCAA. ..o viien A.GCAT..A...A GA....T.GCA.AA.A.TTAC.G.T...AGCCTCT.....
E.kuehniella (wKueUSDA) A T.AC..ATGCA.GA.T.ACGCC.---GAT.C.A....... G...A.GCA...A..T. G.T..C.TG...AC-—-..T..G..T....... AGTAA
C.obstrictus (Marsham) (Cobs_A Switz) A Al..o.... GG.—==—————— - GAT.CA..... A.C A A..G.C.T G.T..CATGGCA..---..T..G.GTAG....TGGTAA. .C
O.cacaliae (Ocac_A wvdO) A T.---.ATGTAG..C..ACTCC.-==——— GCAA AL A.GCAT..A A..G.T.TG.TGG.A.C——=..T..G..T....... AATAA..
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A USA) A A....... GG.——————————————— GAT.CA..... TA..... A..CA..GA...A..G.T..C.TG..A.C-—=..TA.A..T...... CAGTAAG. .
Coleoptera Staphylinidae (A CobbStaph) A T.AC..GTGCAG.A.T.A.CCC.GATACT ==+ttt vueennn A..CA...A..TA..G.T..C.TG...AA-—=..T..G..T....... AGTAA. ..
A.emertoni (Aeme A LW5) A AC...ACTGGA...G...TCCC.GGG---GCA..... A..o.o... A...A..G....A.C..AA...T.GCA.AA.A.TTAC.GGT...AG.TTCT.....
E.kuehniella (Ekue A) A T.---.ATGTAG..C..ACTCC.-==——— GCAA. . . it i i A...A..T...G.T..CATGGCA.C---..T..G.GTAG....TGGTAA. .C
Suillia sp (A Cobb27Hel) A Ao GG.-—=———- LT.Commmm TA..... A..CA..GA...A...GA....T.GCA.AA.A.TTAC.G.T...AGCCTCT.....
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Ger) A T.AC..GTGCAG.A.T.A.CCC.-—=GAT.C. v i v A..CA...A..T...G.T..CATGGCA..-—=..T..G.GTAG....TGGTAA..C
A.sparsa (Aspa_A) A .G...ACTGGA....... TTCC.GCAGAAGGAA...A.AC....A.GCA.T.A...A...GA....T.GCAAAA.A.TTAC.G.T...AGCCTCT.....
F.occulta(Focc_A) A AC...ACTGGA...G...TCCC.GGG---GCA..... A.C....A...A..G...T...G.T..CATGGCA. .——=..T..G.GTAG....TGGTAA..C
Diptera (A PanBCI Calypl6) A T.---.ATGTAG..C..ACTCC.-==——— GCAA. .ttt iiiee s A...A..T...G.T..CATGGCA.C---..T..G.GTAG....TGGTAA. .C
P.coloradensis_ (Pcol A) A T.---.AG..AG..C....TCC.-—=——— GCAA. .. vien A.GCAT..A...A...GA....T.GCA.AA.A.TTAC.G.T...AGCCTCT.....

Figura 10. Nona parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatenatlotbalehia (gatBcoxA hcpA ftsz, fbpA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimérficos @ep. Cada sequéncia concatenada pertence a uma cepa especifica. Cada ponto indicadsirodanid sequéncia concatenada da cepa Zsub
presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posicao do sitiérficdi, considerando a sequéncia concatenada de Zsub presente erasgiastuisf como referéncia.

As sequéncias na forma concatenada para 0s seis genes possuem ottaaladeh8616 pb. As letras A e B representam os Supergrup@sde &\Volbachia. As cepas em
vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacarmgr&osdos.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ wWSp ]
7 .subfasciatus (Zsub) TTACATGTCTATGTAACTTTTTTTATAGTTAATAAAGAA-——————————— ACAGTATCAGCTACTAAAGAG-——————=—=——————=———— ATCAAC---C
L.oryzophilus (Lory B) B e A.CC....... G....G.C.————————— - —— G..G.G.GT-————- GATACTGCT---..... AAATT
T.urticae (wUrtCon2) B e e e e e A.CC..C....G....G.T.-————————— GA...G.GT-—-—-—-—- GATACTGCT---..... AAATT
A.punctidactyla (Apun B) B L. A.CC....... G....G.C.———==————— = ——— G. G..T--————- GATACTGGT---..... AAATT
C.glycerion (Cgly B) B e A.CC....... G....G.C.——————————— - ——— G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B ... A.CC..vun.. G....G.Co—m==——————— G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
Diptera Chloropidae (B NY Chlorol50737b) B ........iuiiunienn.. A.CC....... G....G.Com=m—=——————— - G....G..T-——--- GATACTGGT---..... AAATT
M.fascifrons (wMfasl) e e e e A.CC....... G....G.C.————————— GA...G..T-————— GATACTGGT---..... AAATT
C.silvicola (Csil) e e e e e A.CC....... G....G.C.-———————————— G. G..T-————- GATACTGGT-—--..... AAATT
H.horticola (Hhor B wHho) B ... ... ... A.CC....... G....G.C.——————— - —— G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
A.paphia (Apap) e, T....C..... A.CC....... G....G.C.——————— - ——— G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
P.icarus (Pica B) B ..., T....C..... A.CC....... G....G.C.-———————————— G....G..T-—————-— GATACTGGT-—--..... AAATT
I.persulcatus (WIKDL) B e e e e e e e et e e e e e T T T T T T T T T e et T T — L -—
C.palaemon (Cpln) Lo 3 N Tttt ettt b L Y -——-.
C.oedippus (Coed B) B e e e T T T T T T T T T T e T TT T oo L -——=.
B.tabaci (wBtab) B ..., Toveoooan. A.CC....... G....G.C.————==————— == —— G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci (Btab B wW5) B L....... Tooeoooan. A.CC....... G....G.C.————==————— == —— G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci (Btab_ B wAII7 26) B  ........ T A.CC....... G....G.C.—====————m - L G..T--—-——- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci (Btab B wAI 39) B L....... T.Govvvvnnn A.CC....... G....G.C.————=———— - —— G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
E.furuvhashii (W-gfur) B8 ..., Tooeooa. A.CC....... G....G.C.—————————————m G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci (Btab B wAII6-35) B L....... Toveooan. A.CC....... G....G.C.—————————————m G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci (Btab B W2a) B ..., T A.CC....... G....G.C.————————————m G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
P.stubbendorffii (PsStu B) B e e e e T T T T T T T T T T e T T T T L -—=.
L.melissa (Lmel B) B e e e T T T T T T T T T e T -—
B.tabaci (Btab B wAI 27) B L....... Teteieennn A.CC.vunnn. GeveoB.Cummmmmmmm e G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
O.ovalipennis_(Oova B) B L....... T....C..... A.CC....... G....GAC.——————————— - —————— ALLGL T GATAATGAT---..... AAATT
B.tabaci (Btab B W3) B ..., T A.CC....... G....G.C.———————— - —— G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci (Btab B wCN1 11) B ....... Teteieennn A.CC.vunnn. GueveoBuCummmm oo L G..T-—-—-- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci (Btab B wCN1 41) B ........ Teeeieennn A.CC.vunnn. GuvorGuCummmm oo G..T-—-—-- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci (Btab B wAIIl 28) B ........ Teeieennn A.CC.vunnn. GueveoBuCummm oo L G..T-—-—-- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci (Btab B wAU 54) B L....... T A.CC....... G....G.C.-————————————— G....G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci_ (Btab B wAII9 43) B ....... T A.CC....... G....G.C.———————— - —— G....G..T-————-— GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci (Btab B wAII6-38) B L....... Toveeoan. A.CC....... G....G.Com————————— - ———— . G..T-————- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci (Btab B wCN1 42) B ........ Toteieennn A.CC.vunnn. GueveoBuCummmm oo L G..T-—-—-- GATACTGGT---..... AAATT
C.serratus (SP2) B e i e et i e e e e e e e e T T T T T T T T T e ettt e T T T T L -——-.

Figura 11. Décima parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concaten@dubaizhia (gatBcoxA hcpA ftsZ, fopA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimoérficos dep. Cada sequéncia concatenada pertence a uma cepa especifica. Cada ponto indidadgrodan a sequéncia concatenada da cepa Zsub
presente em Z. subfasciatus. Os numeros indicam a posi¢éo do sitirfadinconsiderando a sequéncia concatenada de Zsub presente emsZiagulsfaomo referéncia.

As sequéncias na forma concatenada para 0s seis genes possuem ottatalatéh@616 pb. As letras A e B representam os Supergruposde a\Blbachia. As cepas em
vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacarmgr@&osados.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ wSsp

B.tabaci (Btab B wAIIl 29) B ........ Teieienenn A.CC....... Gt oG.Commmm e L G..T-———-- GATACTGGT---..... ARATT
B.tabaci (Btab B wAII3 49) B ....... Teeiiieenn A.CC....... Gev'eG.Commmmmmmm G....G..T-————- GATACTGGT---..... ARATT
S.oryzae (SONDYA) B e ittt Y ittt bt -—=

B.tabaci (Btab B wAII1-30) B ........ Tevininnnn. A.CC...on.. G....G.Cimmmmmm e L G..T--———-- GATACTGGT---..... AAATT
B.tabaci_(Btab_B_Wla) B Liiii.. T. Cooo.. A.CC....... G....G.C.— = ——— G. G..T——=——- GATACTGGT---..... AAATT
C.cephalonica (Ccep B BJ) B ........ T. R O sttt Tt L L T Gttt ittt eeeoseecoeeesemmmmmmmmm———— e ——— . T—--

T.confusum (Tcon B BhAvill AK) B . ..i.i.iiiiiiinennn. A.CC...vn.. G....G.CG—==———————————— - ——— G....G..T-————- GATGCTGGT---..... AAATT
Sitophilus sp (BOTRY) B ... ..., T e et e ettt et ettt eeaeteeeaaasaeem—mm———————— .. O ittt Ltttk P —-——

B.afer (Bafe B wAfe 1 B L. A.CC....... G....G.C.-—=————————m G....G..T-——--- GATACTGGT---..... AAATT
E.kuehniella (EkueiB) B Ll T...... GTA......... A..GG...GAC.————=——————————————————— [C T-——--- GATGGCGGA-—-=-..... A-—--T
C.alternans (Calt B) B GGT. ... GTA.A..C..vuu.. A. LCommmm— C....A...A...... T ..A...——-T
A.chilonis_(Ach A wCh3) A GG.G..C...CA....ACA..C.T.CA..G.ve.... T-——————————= . T.CTG....A.GC..... C-———=——== AAGGGGGAAC....A---T
A.albopictus (Aalb_A) A .GGT...C..vnt. G.TA.A..C.T.CAC.G..---AGCGAAACTACTGGTG. . .ATAACAAA.AAGT..TTACCAAA-—~--——— GATGCATA...A---T
O.clarus_(Oclar A) A [ GTA....CC AC.GG...G.C.m====———— - ———— (€ C-——--- GATGCCGGA---..... A-—-T
E.kuehniella (wKueUSDA) A .GGT....T..... G.TA.A..C. ALCGL. ... AGC——————————————— .. TGGT---GAG..... C-———————- AAAGGAGGACAT.CA---.
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Switz) A .GG.G...TC....G.TACAC.C....AC.G..... ACT-=—==——————————————————— GAC..... C-————- GGCAAAGGGGAAC....A---T
O.cacaliae (Ocac_A wvdO) A GGT T ACA..C.T.CA..G....... T-——————————= . T.CTG....A.AC..... C-———=——== AAAGGGGAAT....A---T
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A USA) A GGT ... GTA.A..C....A.CG...GC..T-—==—==————— .. TAGTAA.AAAGA....———=—=—=—————————— GGAGGACATGCA---T
Coleoptera Staphylinidae (A CobbStaph) A .GGT LTl TA.A..C.T.CA..T....... T GAT..TA....A.GC..... C———===——= AAAGGGGAAC....A---T
A.emertoni_ (Aeme A LW5) A [ C...GTA....CC...AC.GG...GAC.—==—==—————————————————— Govvnvn C-————- GATGCCGGA--=-..... A-—-

E.kuehniella (Ekue A) A .GG.G..C...CA....ACA..C.T.CA..G.evv... T T.CTG ALGCL L. C-=———== AAGGGGGAAC....A---T
Suillia sp (A Cobb27Hel) A [ TC....G.TA.A..C....AC.GG...GAC.~====——————————————————— (€ C-——--- GATTCCGGA---..... A-—-T
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Ger) A .GG.G...TC....G.TACAC.C....AC.G..... ACT--—————— GAC..... C—====- GGCAAAGGGGAAC....A---T
A.sparsa (Aspa A) A Geevie i i GTA .CC...AC.GG...G.Comm—m——m—mmmm = ——— .AAGGC. . T-——=————~ GCCGGA--=-..... A-—-T
F.occulta(Focc A) A .GG.G...TC....G.TACAC.C....AC.G..... ACT-=—==——————————————————— GAC..... C—————= GGCAAAGGGGAAC....A-—-T
Diptera (A PanBCI Calypl6) A .GG.G..C...CA....ACA..C.T.CA..G..... A . T-——————————= T.CTG ALGCL ... C-====——== AAGGGGGAAC....A---T
P.coloradensis_ (Pcol A) A G. CA. .C...GTA....CC...AC.GG...GAC .= ====—=——————m - ——— . .... C—====- GATGCCGGA---..... A---T

Figura 11. Décima parte do alinhamento, em nivel de DNA, de seis genes concatematfokbalchia (gatBcoxA hcpA ftsZ, fopA e wsp). Nesta figura sdo representados
apenas os sitios polimérficos @ep. Cada sequéncia concatenada pertence a uma cepa especifica. Cada ponto indicadsirodanid sequéncia concatenada da cepa Zsub
presente em Z. subfasciatus. Os nimeros indicam a posi¢ao do sitirficdinconsiderando a sequéncia concatenada de Zsub presente emszZiagulkfaomo referéncia.

As sequéncias na forma concatenada para 0s seis genes possuem ottaaladeh8616 pb. As letras A e B representam os Supergruposde &\Blbachia. As cepas em
vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacarmgr&osdos.
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3.1.3. Andlise Bayesiana particionada das cepas de Wolbachia

O resultado da analise bayesiana particionada (arvore consenso sem raiz) realizada no
banco de dados W7 é apresentada na Figura 12. A arvore apresentou probablilidade a
posteriori acima de 90% para a maior parte dos nés, o que demonstra que ela possui um bom
suporte. No geral, ha muita pouca semelhanca entre as relagfes filogenéticas das sepas e da
espécies hospedeiras, com excessao da maioria das cepas presentes em B. tabaci e no génel
Sitophilus. Formou-se dois grupos principais: um composto por cepas pertencentes ao
supergrupo A (ramos destacados com cor azul ou agrupamento Azul) e outro grupo formado
por cepas em sua maioria pertencentes ao supergrupo B (ramos destacados com cor escura ol
agrupamento Escuro), exceto as cepas Zsub, Csil, Apap, wixpl e Cpln presentes,
respectivamente, em Z. subfasciatus, Carterocephalus silvicola, Argynnis paphia,
persulcatuse C. palaemon que ndo estdo classificadas em nenhum dos supergrupos de
Wolbachia (Figura 12).

O agrupamento Escuro é formado pelos subagrupamentos S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7,
S8, S9, S10, S11, S12, S13 e pelas cepas Btab_B W1a, Oova B, wUrtCon2, wMfasl,
Tcon_B_BhAvill_AK, Cpin e Bafe_B_wAfe_1 presentes, respectivament®.et@baci,O.
ovalipennis, Tetranychus urticadl. fascifrons, T. confusum (espécie praga de grao
armazenadQ)C. palaemone Bemisia afer (Ordem Hemiptera) (Figura 12). Vale destacar
outras cepas presentes em espécie praga de graos armazenados tais como: as cepa
Ccep_B_BJ e Ekue_B presente, respectivamente, em C. cepha@hikaehniella (as quais
se agrupam com a cepa Calt_B present&€ealternans no subagrupamento S1); a cepa SP2
presente emC. serratus (que se agrupa com as cepas Coed_B e Pstu_B presentes,
respectivamente, e. oedippuse Parnassius stubbendorffii em S2); a cepa Zsub presente
em Z. subfasciatus (que se agrupa com a cepa Lory B presente em L. oryzophilus no
subgrupo S3); as cepas BOTRY e SONDYA presentes, respectivamente, em Sitophilus sp. e
S. oryzae formando o subgrupo S12. Em relagdo as cepas presentes em B. tabaci, além da
cepa Btab_B W1a, também ha outras cepas agrupadas nos subgrupos S7, S8, S9 (ao qual
também esta agrupada a cepa W-Efur presente em Eretmocerus. furuhashii), S10 e S11
(Figura 12).

Ja o grupo Azul é formado pelos subagrupamentos S14, S15, S16 e S17 e pelas cepas
Ach_A wCh3, Ekue_A presentes, respectivamente em A. chilonis (Ordem Hymenoptera), E.

kuehniella e a cepa A_PanBCI_Calyp16. Além de Ekue A, uma outra cepa presente em E.
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kuehniella e que é componente do grupo Azul é a cepa wKueUSDA (agrupada com outras

cepas no subgrupo S17). Ceutorhynchus obstrictus (Marsham) é a espécie hospedeira das
cepas Cobs A Switz e Cobs_A USA (agrupadas com a cepa A_Cobb27Hel no subgrupo

S16) e da cepa Cobs_A Ge (que estd agrupada com as cepas Aalb_A e wKueUSDA no

subgrupo S17) (Figura 12).
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100 C. alternans (Calt_B-Coleoptera-Chrysomelidae) B
95 C. cephalonica (Ccep_B_BJ-Lepidoptera-Pyralidae) B S1
100 E. kuehniella (Ekue_B-Lepidoptera-Pyralidae) B
=@ C. serratus (SP2-Coleoptera-Chrysomelidae) B
100 ol ® C. oedippus (Coed_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B 82
100 P. stubbendorffii (Pstu_B-Lepidoptera-Papilionidae) B
100 B. tabaci (Btab_B_W1a-Hemiptera-Aleyrodidae) B
0. ovalipennis (Qova_B-Lepidoptera-Crambidae) B
e Z. subfasciatus (Zsub-Coleoptera-Chrysomelidae)
L. oryzophilus (Lory_B-Curculionidae-Coleoptera) B I S3
T. urticae (wUrtCon2-Arachnida-Trombidiformes) B
M. fascifrons (wMfas1-Hemiptera-Cicadellidae) B
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B
08 A. punctidactyla (Apun_B-Lepidoptera-Pterophoridae) B | sS4
H. horticola (Hhor_B_wHho-Hymenoptera-lchneumonidae) B
100 Dryinidae (w\Waspb-Hymenoptera) B
C. glycerion (Cgly_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B S5
C. silvicola (Csil-Lepidoptera-Hesperiidae)
91 g P. icarus (Pica_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B
A. paphia (Apap-Lepidoptera-Nymphalidae) I S6
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK-Coleoptera-Tenebrionidae) B
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42_Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wCHN1_41-Hemiptera-Aleyrodidae) B 57
B. tabaci (Btab_B_wAll6-38-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28 Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11-Hemiptera-Aleyrodidae) B
100 B. tabaci (Btab_B_wAll9_43.-Hemiptera-Aleyrodidae) B I
B. tabaci (Btab_B_wAll3_49-Hemiptera-Aleyrodidae) B S8
B. tabaci (Btab_B_wAU_54-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAIlI7_26-Hemiptera-Aleyrodidae) B
100R B. tabaci (Btab_B_W5-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll6-35-Hemiptera-Aleyrodidae) B S9
92 E. furuhashii (W-Efur-Hymenoptera-Aphelinidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAl_27-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (wBtab-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll1-30-Hemiptera-Aleyrodidae) B
100 B. tabaci (Btab_B_wAl_39.Hemiptera-Aleyrodidae) B I §10
B. tabaci (Btab_B_W2a-Hemiptera-Aleyrodidae) B I S11
B. tabaci (Btab_B_W3-Hemiptera-Aleyrodidae) B
99 Sitophilus sp. (BOTRY-Coleoptera-Curculionidae) B I
5. oryzae (SONDYA-Coleoptera-Curculionidae) B $12
L. melissa (Lmel_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B
I. persulcatus (wlxp1-Arachnida-lxodida-1xodidae) 513
C. palaemon (Cpln-Lepidoptera-Hesperiidae)
B. afer (Bafe_B_wAfe_1-Hemiptera-Aleyrodidae) B
A. chilonis (Ach_A_wCh3-Hymenoptera-Bracomdae) A
100 E. kuehniella (Ekue_A-Lepidoptera-Pyralidae) A
Diptera (A_PanBCI_Calyp16) A
% A. sparsa (Aspa_A-Coleoptera-Chrysomelidae) A
90 96 100 0. clarus (Oclar_A-Hymenoptera-Formicidae) A s14
P. coloradensis (Pcol_A-Hymenoptera-Formicidae) A

x

% Q. cacaliae (Ocac_A wVdO-Coleoptera-Chrysomelidae) A
F. occulta (Focc_A-Hymenoptera-Formicidae) A
a0 A. emertoni (Aeme A L\W5-Arachnida-Araneae) A 515
90 C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz-Coleoptera-Curculionidae) A
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA-Coleoptera-Curculionidae) A $16
Suillia sp. (A_Cobb27Hel-Diptera Heleomyzidae) A
C. Obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger-Coleoptera-Curculionidae) A
aEE—— Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A
0.05 9 E. Kuehniella (wKueUSDA Lepidoptera) A $17

100 A. albopictus (Aalb_A-Diptera-Culicidae) A

Figura 12. Filogenia Bayesiana (4rvore consenso ou particionada) sem raiz de 62 cedisadhig/resultante
doalinhamento de 2616 pb de seis genes concatenados ¢gadBhcpA ftsZ, fopA ewsp). O comprimento dos
ramos foi desenhado em escala e a confiabilidade dos nds é expressa eitidadbalosterior (%), quando
maior que 90% (representada também pelo asterisco). A barra de escala corraspuintiero esperado de
substituicdo por sitio. Na ponta de cada ramo ha o nome cientifico dasprganospedeiro ou o grupo
taxonbmico a quem ele pertence, seguido pelo cédigo da cepa de Wolbachipadhiteses. As letras A e B
representam os Supergrupos A e B de Wolbachia. A arvore esta divididaigmgrupos distinguidos pela
presenca de ramos azuis e escuros. As barras verticais em frente aos ramsomdigbagrupos. A cepa em
azul indica aquela que é mais préxima daquela presente em Z. subfascstegpas em vermelho indicam
aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacam grdos armazenados.
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3.1.4. Andlises Bayesianas para cada gene.

Além da andlise Bayesiana parcionada para os seis genes das 62 cepas de Wolbachia,
foi construida uma arvore bayesiana para cada gene, de forma que se pode visualizar a forma

Como 0 gene esta se comportando em termos evolutivos.

3.1.4.1. Gene gatB.

A éarvore (Figura 13), apresentou probablilidade a posteriori acima de 90% para a
maior parte dos nds, o que demonstra que ela possui um bom suporte. Formou-se dois grupos
principais: um composto por cepas pertencentes ao supergrupo A (ramos destacados com cor
azul ou grupo Azul) e outro grupo formado por cepas pertencentes ao supergrupo B (ramos
destacados com cor escura ou grupo Escuro), exceto as cepas Zsub, Csil, Apap, wixpl e Cpln
presentes, respectivamente, em Z. subfasci&tusilvicola, A paphia,l. persulcatuse C.
palaemon que néo estdo classificadas em nenhum dos supergrupos de Wolbachia.

O grupo Escuro é constituido pelos subgrupos S1, S2, S3 e S4. Algumas cepas estao
presentes em espécies praga de grdos armazenados, tais como: a cepa Tcon_B_BhAvill_ AK
presente em T. confusum (que se agrupa com a cepa Btab_B_W1a, presente em B. tabaci no
subgrupo S1); as cepas BOTRYe SONDYA e presentes, respectivamente, em Sitophilus sp. e
S. oryzae (que se agrupam junto com a cepa wUrtCon2 presente em T. urticae, no subgrupo
S3; as cepas SP2, Ccep_B _BJ, Ekue_B e Zsub presentes, respectivamente, enus; . Gerrat
cephalonica, E. kuehniellaZ. subfasciatus (que se agrupam com outras cepas presentes em
espécies hospedeiras de diferentes taxons em S4) (Figura 13). Ainda sobre o subgrupo S4,
destacam-se as cepas, cuja porcentagem de identidade é 100% idéntica as sequéncias de Zsu
tais como Calt B, SP2, Ccep B BJ, Lory B, wMfasl, Apun_B, Cpin, Btab B W2a,
Btab B W3, wixpl, Coed B e Oova B (Tabela Suplementar 5 e Figura 13).

Ja o grupo Azul é constituido pelos subgrupos S5, S6, S7 e S8. Vale destacar que as
cepas wKueUSD/Ae Ekue_A estdo, respectivamente nos subagrupamentos S5 e S8 e estao
presentes também na espécie E. kuehniella. Todas as trés cepas de C. obstrictus (Marsham)
estdo agrupadas junto com as cepas Ocac_A wVdO, Focc_A e Aeme_A LWS5 presentes em

O. cacaliae, F. occulta, A. emertoni no subgrupo no subgrupo S6 (Figura 13).
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T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK-Coleoptera-Tenebrionidae) B IS1
B. tabaci (Btab_B_W1a-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll1_29-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wCN1_41-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll6-38-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wAll9_43-Hemiptera-Aleyrodidae) B §2
tabaci (Btab_B_wAll3_49-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAU_54-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll1_28 Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAl_39-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B.tabaci (Btab_B_wAll1-30-Hemiptera-Aleyrodidae) B
5. oryzae (SONDYA-Coleoptera-Curculionidae) B I
33

T mE®m

Sitophilus sp. (BOTRY-Coleoptera-Curculionidae) B

T. urticae (wUrtCon2-Arachnida-Trombidiformes) B

C. alternans (Calt_B-Coleoptera-Chrysomelidae) B

C. serratus (5P2-Coleoptera-Chrysomelidae) B

C. cephalonica (Ccep_B_BJ-Lepidoptera-Pyralidae) B *

E. kuehniella (Ekue_B-Lepidoptera-Pyralidae) B

Z. subfasciatus (Zsub-Coleoptera-Chrysomelidae)

L. oryzophilus (Lory_B-Curculionidae-Coleoptera) B

M. fascifrons (wMfas1-Hemiptera-Cicadellidae) B

Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B

A. punctidactyla (Apun_B-Lepidoptera-Pterophoridae) B

H. horticola (Hhor_B_wHho-Hymenoptera-lchneumonidae) B
Dryinidae (w\Waspb-Hymenoptera) B

C. glycerion (Cgly_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B 54
P. icarus (Pica_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B

C. silvicola (Csil-Lepidoptera-Hesperiidae)

A. paphia (Apap-Lepidoptera-Nymphalidae)

C. palaemon (Cpln-Lepidoptera-Hesperiidae)

B. tabaci (Btab_B_wCN1_11-Hemiptera-Aleyrodidae) B

B. tabaci (Btab_B_W2a-Hemiptera-Aleyrodidae) B

B. tabaci (Btab_B_W3-Hemiptera-Aleyrodidae) B

L. melissa (Lmel_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B

I. persulcatus (wlxp1-Arachnida-lxodida-Ixodidae)

C. oedippus (Coed_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B

0. ovalipennis (Oova_B-Lepidoptera-Crambidae) B

B. tabaci (Btab_B_wAlIT_26-Hemiptera-Aleyrodidae) B

B. tabaci (Btab_B_W5-Hemiptera-Aleyrodidae) B

B. tabaci (Btab_B_wAll6-35-Hemiptera-Aleyrodidae) B

E. furuhashii (\W-Efur-Hymenoptera-Aphelinidae) B

B. tabaci (Btab_B_wAl_27-Hemiptera-Aleyrodidae) B

B. tabaci (wBtab-Hemiptera-Aleyrodidae) B

B. afer (Bafe_B_whAfe_1-Hemiptera-Aleyrodidae) B

P. stubbendorffii (Pstu_B-Lepidoptera-Papilionidae) B

A. albopictus (Aalb_A-Diptera-Culicidae) A

A. sparsa (Aspa_A-Coleoptera-Chrysomelidae) A

Q. cacaliae (Ocac_A_w\dO-Coleoptera-Chrysomelidae) A

E. kuehniella (wKueUSDA-Lepidoptera) A S5
0. clarus (Oclar_A-Hymenoptera-Formicidae) A

P. coloradensis (Pcol_A-Hymenoptera-Formicidae) A

Diptera (A_PanBCI_Calyp16) A

C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger-Coleoptera-Curculionidae) A
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz-Coleoptera-Curculionidae) A S6
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA-Coleoptera-Curculionidae) A
F. occulta (Focc_A-Hymenoptera-Formicidae) A

A. emertoni (Aeme_A_LW5-Arachnida-Araneae) A
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A I g7
o % Suillia sp. (A_Cobb27Hel-Diptera Heleomyzidae) A

E. kuehniella (Ekue_A-Lepidoptera-Pyralidae) A

100 ® A. chilonis (Ach_A_wCh3-Hymenoptera-Bracomdae) A I 38

100

0.007

Figura 13. Filogenia Bayesiana sem raiz de 62 cepas de Wolbachia resultante do aliohden869 pb do
gene gatB. O comprimento dos ramos foi desenhado em escala e a confiabilisaues @ expressa em
probabilidade posterior (%), quando maior qug49 A barra de escala corresponde ao ndimero esperado de
substituicdo por sitio. Na ponta de cada ramo ha o nome cientifico dasorganospedeiro ou o grupo
taxondmico a quem ele pertence, seguido pelo cédigo da cepa de Wolbackipaedtteses. As letras A e B
representam os Supergrupos A e B de Wolbacdhiarvore esta dividida em dois grupos distinguidos pela
presenca de ramos azuis e escuros. As barras verticais em frente aomdizam os sub-grupos. A cepas em
azul indica aquelas cujas sequéncias de gatB sdo idénticas em relacdo aquela pre&sesiibfastiatus e as
cems em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacanmgrdoadosO
asterisco na cepa de C. cephalonica indica que sua espécie hospedeira tambéfao ataoazenado.
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3.1.4.2. Gene coxA.

A arvore (Figura 14), formada com base no banco de dados W2 apresentou
probablilidade a posteriori acima de 90% para a maior parte dos nés, o que demonstra que ela
possui um bom suporte. Formou-se dois grupos principais: um composto por cepas
pertencentes ao supergrupo A (ramos destacados com cor azul ou grupo Azul) e outro grupo
formado por cepas pertencentes ao supergrupo B (ramos destacados com cor escura ou grupc
Escuro) , exceto as cepas Zsub, Csil, Apap, wixpl e Cpln presentes, respectivamente, em Z.
subfasciatusC. silvicola, A paphial. persulcatue C. palaemon que ndo estao classificadas

em nenhum dos supergrupos de Wolbachia.

O grupo Escuro € constituido pelos subgrupos S1, S2, S3, S4, S5 e S6 e a cepa
Lmel_B, presente na espécie Lycaeides melissa (esta tende a se agrupar em subgrupo maior
com S1, S2 e S3). Algumas cepas estdo presentes em espécies praga de geedlasnaz
tais como: a cepa Zsub presente em Z. subfasciatus (que se agrupa com a cepa Lory B
presente em L. oryzophilus no subgrupo S1); as cepas SP2, Ccep_B_BJ e Ekue_B presentes,
respectivamente em C. serratus, C. cephalonica, E. kuehniella (que estdo agrupadas com
outras cepas presentes em espécies hospedeiras de diferentes taxons em S2); a cep:
Tcon_B_BhAvill_AK presente em T. confusum ( que se agrupa com todas as cepas presentes
em B. tabaci e a cepa W-Efur presente em E. furuhashii no subgrupo S4); as cePaASON
e Sitophilus sp. presentes, respectivamente em S. og/&itophilus sp. e que formam o
subgrupo S6 (Figura 14). Ainda sobre a cepa Zsub, as analises de porcentagem de identidade
mostram que a cepa Lory_ B possue a sequéncia mais proxima (Tabela suplementar 6 e Figura
14).

JA o grupo Azul é constituido pelos subgrupos S7, S8, S9, S10 e a cepa
A_PanBCl_Calyp16 (esta se agrupa em um subgrupo maior com S8, S9 e S 10). Vale
destacar a presenca das cepas. Vale destacar que as cepas Ekue A wKueUSDA estao,
respectivamente nos subagrupamentos S7 e S8 e estdo presentes também em E.. kuehniella
Todas as trés cepas de C. obstrictus (Marsham) estdo agrupadas junto com as cepas
Ocac_A wVdO, Focc_A e Aeme_A LWS5 presentes em O. cac&liagcculta, A emertoni

no subgrupo no subgrupo S10.
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Z. subfasciatus (Zsub-Coleoptera-Chrysomelidae) S1
L. oryzophilus (Lory_B-Curculionidae-Coleoptera) B
C. alternans (Calt_B-Coleoptera-Chrysomelidae) B

C. serratus (SP2-Coleoptera-Chrysomelidae) B
C. cephalonica (Ccep_B_BJ-Lepidoptera-Pyralidae) B
E. kuehniella (Ekue_B-Lepidoptera-Pyralidae) B
T. urticae (wUrtCon2-Arachnida-Trombidiformes) B
Diptera Chloropidae (B_NY Chlore150737b) B
A. punctidactyla (Apun_B-Lepidoptera-Pterophoridae) B
H. horticola (Hhor_B_wHho-Hymenoptera-lchneumeonidae) B
Dryinidae (w\Waspb-Hymenoptera) B g9
C. glycerion (Cgly_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B
P. icarus (Pica_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B
C. silvicola (Csil-Lepidoptera-Hesperiidae
A. paphia (Apap-Lepidoptera-Nymphalidae)
C. oedippus (Coed_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B
B. tabaci (Btab_B_W1a-Hemiptera-Aleyrodidae) B
P. stubbendorffii (Pstu_B-Lepidoptera-Papilionidae) B

M. fascifrons (wlMfas1-Hemiptera-Cicadellidae) B I s3
0. ovalipennis(Oova_B-Lepidoptera-Crambidae) B
L. melissa (Lmel_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK-Coleoptera-Tenebrionidae) B
tabaci (Btab_B wCN1_42 -Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wAll1_29-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wCN1_41-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wAll6-38-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wAll9_43-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll3_49-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wAU_54-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll1_28-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wCN1_11-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_W?2a-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_\W3-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wAll7_26-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_W5-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wAll6-35-Hemiptera-Aleyrodidae) B
furuhashii (W-Efur-Hymenoptera-Aphelinidae) B
tabaci (Btab_B_wAl_39-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAl_27-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (wBtab-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll1-20-Hemiptera-Aleyrodidae) B
C. palaemon (Cpln-Lepidoptera-Hesperiidae) I
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I. persulcatus (wixp1-Arachnida-Ixodida-Ixodidae)

B. afer (Bafe_B_whAfe_1-Hemiptera-Aleyrodidae) B

5. oryzae (SONDYA-Coleoptera-Curculionidae) B S6

Sitophilus sp. (BOTRY-Coleoptera-Curculionidae) B

90 @F. kuehniella (Ekue_A-Lepidoptera-Pyralidae) A

A. chilonis (Ach_A_wCh3-Hymenoptera-Bracomdae) A I §7
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A

Suillia sp. {A_Cobb27Hel-Diptera Heleomyzidae) A | S8

E. kuehniella (wKuelU SDA-Lepidoptera)

Diptera (A_PanBCI_Calyp16) A

A. albopictus (Aalb_A-Diptera-Culicidae) A

A. sparsa (Aspa_A-Coleoptera-Chrysomelidae) A

0. clarus (Qclar_A-Hymenoptera-Formicidae) A

P. coloradensis (Pcol_A-Hymenoptera-Formicidae) A

C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger-Coleoptera-Curculionidae) A

C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz-Coleoptera-Curculionidae) A

C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA-Coleoptera-Curculionidae) A

100 ©- cacaliae (Ocac_A_wVWdO-Coleoptera-Chrysomelidae) A 310

F. occulta (Focc_A-Hymenoptera-Formicidae) A

A. emertoni (Aeme_A_LVW5-Arachnida-Araneae) A

59

0.02

Figura 14. Filogenia Bayesiana sem raiz de 62 cepas de Wolbachia resultante do alinften#ftgpb do gene
coxA. O comprimento dos ramos foi desenhado em escala e a confiabilidadedsioé expressa em
probabilidade posterior (%), quando maior que 90% (representada tambémsteeleco). A barra de escala
corresponde ao numero esperado de substituicdo por sitio. Na ponta dancad@ro nome cientifico do
organismo hospedeiro ou o grupo taxondmico a quem ele perteggilospelo codigo da cepa de Wolbaghia
entre parénteses. As letras A e B representam os Supergrupos A edibdehvd A arvore esta dividida em
dois grupos distinguidos pela presenca de ramos azuis e escubasrassverticais em frente aos ramos indicam
0s subagrupos. A cepa em azul indica aquela que é mais préxima dagsetdaepem Z. subfasciatus e as cepas
em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacam graoscs:mazenad
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3.1.4.3. Gene hcpA

A arvore (Figura 15), formada com base no banco de dados W3 apresentou
probablilidade a posteriori acima de 90% para a maior parte dos nés, o que demonstra que ela
possui um bom suporte. Formou-se dois grupos principais: um composto por cepas
pertencentes ao supergrupo A (ramos destacados com cor azul ou grupo Azul) e outro grupo
formado por cepas pertencentes ao supergrupo B (ramos destacados com cor escura ou grupc
Escuro), exceto as cepas Zsub, Csil, Apap, wixpl e Cpln presentes, respectivamente, em Z.
subfasciatusC. silvicola, A paphial. persulcatue C. palaemon que ndo estao classificadas
em nenhum dos supergrupos de Wolbachia.

O grupo Escuro por sua vez esta subdividido em subgrupos S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7
S8, S9, S10 e a cepa Bafe_B_wAfe 1 presente em B. afer. Algumas cepas estao presentes
espécies praga de grdos armazenados, tais como: a cepa Tcon_B_BhAvill_ AK presente
respectivamente em C. alternans (que esta agrupada com as cepas presentes, respectivament
em C. alternane O. ovalipennis no subagrupo S1); a cepa SP2 presente em C. serratus (que
estda agrupada com a cepa Coed_ B presente em C. oedippus no subgrupo S2); as cepas
SONDYA e BOTRY presentes, respectivamente, em S. oy&®@philus sp no subagrupo
S3; a cepa Zsub presente em Z. subfasciatus (que se agrupa com a cepa Lory Bepresente
L. oryzophilus no subgrupo S8); a cepa Ekue_B presente em E. Kuelfjgislse agrupa
com a cepa Btab B W1lpresente em B. tabacio subgrupo S9); a cepa Ccep_ B, BJ
presente em C. cephalonica (que se agrupa com cepas presentes em espécies de grupo
taxondmicos distintos no subgrupo S10). Ainda sobre a cepa Zsub, as andlises de
porcentagem de identidade mostram que a cepa Lory B possue 100% de porcentagem de
identidade, tratando-se portanto da mesma sequéncia (Tabela suplementar 7 e Figura 15).
Todas as cepas presentes em B. tabaci estéo distribuidas nos subgrupos S5 (agrupamento da
cepas Btab_B_wAII3_49 e Btab B wAU_54), S6 (nha qual esta agrupada também a cepa
wUrtCon2 presente em T. urticae), S7 (na qual esta agrupada também a cepa W-Efur presente
em E. furuhashii) e S9 (na qual esta a cepa Btab_B_W1a como ja foi mencionado um pouco

acima) (Figura 15).

O grupo Azul por sua vez é constituido pelos subgrupos S11, S12, S13 e S14 e as
cepas wKueUSDA e Aalb_A. Na espécie E. kuehniella, além da presenca de wKueUSDA
esta presente a cepa Ekue_A (agrupada no subgrupo S12, junto com as cepas Ach_A wCh3 e

A_Cobb27Hel presentes, respectivamente, em A chilonis e Suillia sp. Todas as trés cepas de

a7



C. obstrictus (Marsham) estdo agrupadas junto com as cepas Ocac_A wVdO, Focc_A,
Aeme_A LWS5 presentes em O. cacaliae, F. occulta, A emertoni no subgrupo S14 (Figura
15).
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T. confusum (Tcon_B BhAvill AK-Coleoptera-Tenebrionidae) B
0. ovalipennis(Oova_B-Lepidoptera-Crambidae) B
+#C. serratus (SP2-Coleoptera-Chrysomelidae) B I g2
C. oedippus (Coed_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B
P 5. oryzae (SONDYA-Coleoptera-Curculionidae) B
Sitophilus sp. (BOTRY-Coleoptera-Curculionidae) B I S3
> g V. fascifrons (wMfas1-Hemiptera-Cicadellidae) B I
C. palaemon (Cpln-Lepidoptera-Hesperiidae) S4
P E. tabaci (Btab_B_wAll3_49-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAU_54Hemiptera-Aleyrodidae) B |55
T. urticae (wUrtCon2-Arachnida-Trombidiformes) B
B. tabaci (Btab_ B wCN1_42-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B wAll1_29-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll6-38-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B wAll9_ 43 Hemiptera-Aleyrodidae) B S6
B. tabaci (Btab_B wAll1_23-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_W2a Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_W3-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAIll7_26-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_W5-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll6-35-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. furuhashii (\WW-Efur-Hymenoptera-Aphelinidae) B
. tabaci (Btab_B_wAl_39-Hemiptera-Aleyrodidae)
. tabaci(Btab_B_wAl_27-Hemiptera-Aleyrodidae) S7
. tabaci (wBtab-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll1-30-Hemiptera-Aleyrodidae) B
« go Z. subfasciatus (Zsub-Coleoptera-Chrysomelidae) I s8
L. oryzophilus (Lory_B-Curculionidae-Coleoptera) B
= i E. Kuehniella (Ekue_B-Lepidoptera-Pyralidae) B
B. tabaci (Btab_B_W1a Hemiptera Aleyrodidae) B | S9
C. cephalonica (Ccep_B_BJ-Lepidoptera-Pyralidae) B
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B
A. punctidactyla (Apun_B-Lepidoptera-Pterophoridae) B
H. horticola (Hhor_B_wHho-Hymenoptera-lchneumonidae) B
Dryinidae (w\Waspb-Hymenoptera) 5T215
C. glycerion (Cgly_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B $10
P. icarus (Pica_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B
100 C. silvicola (Csil-Lepidoptera-Hesperiidae
A. paphia (Apap-Lepidoptera-Nymphalidae
L. melissa (Lmel_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B
P. stubbendorffii (Pstu_B-Lepidoptera-Papilionidae) B
I. persulcatus (wlxp1-Arachnida-Ixodida-Ixodidae)
B. afer (Bafe_B_wAfe 1-Hemiptera-Aleyrodidae) B
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A
Diptera (A_PanBCI_Calyp16) A 511
100 - ez @ E. kuehniella (Ekue_A-Lepidoptera-Pyralidae) A I
§ 512

C. alternans (Calt_B-Coleoptera-Chrysomelidae) B I
81

98 90

mmmmm o@D

100
98

A. chilonis (Ach_A_wCh3-Hymenoptera-Bracomdae) A
Suillia sp. (A_Cobb27Hel-Diptera Heleomyzidae) A
E. kuehniella (wKueU SDA-Lepidoptera) A
90 A. albopictus (Aalb_A-Diptera-Culicidae) A
* A. sparsa (Aspa_A-Coleoptera-Chrysomelidae) A
o0 = 0. clarus (Oclar_A-Hymenoptera-Formicidae) A I 813
P. coloradensis (Pcol_A-Hymenoptera-Formicidae) A
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger-Coleoptera-Curculionidae) A
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz-Coleoptera-Curculionidae) A
—— C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA-Coleoptera-Curculionidae) A
0.02 0. cacaliae (Ocac_A wVWdO-Coleoptera-Chrysomelidae) A 514
F. occulta (Focc_A-Hymenoptera-Formicidae) A
A. emertoni (Aeme_A_L W5-Arachnida-Araneae) A

Figura 15. Filogenia Bayesiana sem raiz de 62 cepas de Wolbachia resultante do alinften?etgb do gene
hcpA. O comprimento dos ramos foi desenhado em escala e a configbiidsdnés é expressa em
probabilidade posterior (%), quando maior que 90% (representada tambénstgeisco). A barra de escala
corresponde ao numero esperado de substituicdo por sitio. Na ponta dancad#ro nome cientifico do
organismo hospedeiro ou o grupo taxondmico a quem ele pertegelospelo cédigo da cepa de Wolbaghia
entre parénteses. As letras A e B representam os Supergrupos A edbdehvd A arvore esté dividida em
dois grupos distinguidos pela presenca de ramos azuis e escubasrassverticais em frente aos ramos indicam
0s subagrupos. A cepa em azul indica aquela que é mais préxima dagsetdaegoem Z. subfasciatus e as cepas
em vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacam graoscarmazenad
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3.1.4.4. Gene ftsZ

Esta arvore (Figura 16), formada com base no banco de dados W4 apresentou
probabilidade a posteriori abaixo de 90% para todos os nds, o que demonstra que ela possui
um bom suporte. Formou-se dois grupos principais: um composto por cepas pertencentes ao
supergrupo A (ramos destacados com cor azul ou grupo Azul) e outro grupo formado por
cepas em sua maioria pertencentes ao supergrupo B, com excecao da cepa Ach_A wCh3 que
pertence ao supergrupo A e esta presente em A. chilonis (Hymenoptera) e as cepas Zsub, Csil,
Apap, wixpl e Cpln presentes, respectivamente, em Z. subfas€@asilsicola, A. paphial.
persulcatuse C. palaemon que ndo estdo classificadas em nenhum dos supergrupos de

Wolbachia. (ramos destacados com cor escura ou grupo Escuro).

O grupo Escuro é constituido pelos subgrupos S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7 e S8 e a cepa
Ach_A wCh3 que esta presente em A chilonis que permanece isolada em relagdo aos outros
subagrupamentos. Algumas cepas estdo presentes em espécies praga de grdos armazenada
tais como: as cepas Tcon_B_BhAvill_AK, Ccep B BJ e Ekue_B presente, respectivamente,
em T. confusum, C. cephaloniegE. kuehniella (agrupadas com outras cepas presentes em
espécies hospedeiras de diferentes taxons no subgrupo S1); as cepas SP2, SONDYA e
BOTRY presentes, respectivamente em C. serratus, S. oryzae, Sitophilus sp. e que constituem
0 subgrupo S4; a cepa Zsub presente em Z. subfasciatus (que se agrupa com a cepa Cpin
presente em C. palaemon no subgrupo S8). Ainda sobre a cepa Zsub, as andlises de
porcentagem de identidade mostram que a cepa Cpln possue a sequéncia mais préoxima
(Tabela suplementar 8 e Figura 16). Todas as cepas presentes em B. tabaci estdo distribuidas
nos subgrupos S1, S5, S6, agrupadas com outras cepas presentes em espécies hospedeiras
diferentes taxons (Figura 17). Vale destacar o agrupamento da cepa W-Efur (presente em E.

furuhashii) com cepas de B. tabaci em S6 (Figura 16).

O grupo Azul é composto pelos subgrupos S9, S10 e S11 e pelas cepas Aalb_A,
Oclar_A e Aspa_A presentes em A. albopictus, O. clarus, e Acromis sparsa. Na espécie E.
kuehniella temos as cepas Ekue A e wKueUSDA presentes respectivamente no
subagrupamento S11, junto com a cepa A_PanBCIl_Calypl6. Todas cepas presentes em C.
obstrictus (Marsham) estdo agrupadas com as cepas presentes em O. cacaliae, F. occulta, A.
emertonie P. coloradensis no subgrupo S9. E preciso enfatizar que Aalb_A esta agrupada
com S9, S10 e S11 em um subgrupo maior. JA Aspa_A e Oclar_A permanecem isoladas em

relacdo a estes trés subgrupos (Figura 16).
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C. alternans (Calt_B-Coleoptera-Chrysomelidae) B
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK-Coleoptera-Tenebrionidae) B
C. cephalonica (Ccep_B_BJ-Lepidoptera-Pyralidae) B
E. kuehniella (Ekue_B-Lepidoptera-Pyralidae) B
L. oryzophilus (Lory_B-Curculionidae-Coleoptera) B
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B
A. punctidactyla (Apun_B-Lepidoptera-Pterophoridae) B
H. horticola (Hhor_B_wHho-Hymenoptera-lchneumonidae) B
Dryinidae (wWaspb-Hymenoptera) B
C. glycerion (Cgly_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B
P. icarus (Pica_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B S$1
C. silvicola (Csil-Lepidoptera-Hesperiidae
I. persulcatus (wixp1-Arachnida-lxodida-lxodidae)
. oedippus (Coed_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll7_26 Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_W5-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll6-35-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAl_27-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (wBtab-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_W1a-Hemiptera-Aleyrodidae) B
P. stubbendorffii (Pstu_B-Lepidoptera-Papilionidae) B
= @A\, paphia (Apap-Lepidoptera-Nymphalidae
L. melissa (Lmel_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B I S2
M. fascifrons (whMfas1-Hemiptera-Cicadellidae) B I S3
Q. ovalipennis (Oova_B-Lepidoptera-Crambidae) B
C. serratus (5P2-Coleoptera-Chrysomelidae) B
S. aryzae (SONDYA-Coleoptera-Curculionidae) B S84

Sitophilus sp. (BOTRY Coleoptera-Curculionidae) B
B. tabaci (Btab_B_wCHN1_42-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAIl1_29-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll6-38-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAIll9_43-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll3_49-Hemiptera-Aleyrodidae) B 35
B. tabaci (Btab_B_wAU_54-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci{Btab_B_wAll1_28-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wCMN1_11-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci(Btab_B_wAl_39-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll1-30-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_W2a-Hemiptera-Aleyrodidae) B I
S6

[salinaiea e o= o]

98

100

B. tabaci (Btab_B_W3-Hemiptera-Aleyrodidae) B
E. furuhashii (W-Efur-Hymenoptera-Aphelinidae) B

B. afer (Bafe_B_whAfe_1-Hemiptera-Aleyrodidae) B I
T. urticae (wUrtCon2-Arachnida-Trombidiformes) B S7
C. palaemon (Cpln-Lepidoptera-Hesperiidae)
Z. subfasciatus (Zsub-Coleoptera-Chrysomelidae) S8
. chilonis (Ach_A_wCh3-Hymenoptera-Bracomdae) A
A. sparsa (Aspa_A-Coleoptera-Chrysomelidae) A
0. clarus (Oclar_A-Hymenoptera-Formicidae) A
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger-Coleoptera-Curculionidae) A
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz-Coleoptera-Curculionidae) A
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA-Coleoptera-Curculionidae) A
0. cacaliae (Ocac_A_ wVdO-Coleoptera-Chrysomelidae) A
F. coloradensis (Pcol_A-Hymenoptera-Formicidae) A
F. occulta (Focc_A-Hymenoptera-Formicidae) A
A. emertoni (Aeme_A_LW5-Arachnida-Araneae) A
A. albopictus (Aalb_A-Diptera-Culicidae) A I
510

39

= g Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A
Suillia sp. (A_Cobb27Hel-Diptera Heleomyzidae) A

0.008
E. kuehniella (Ekue_A-lL epidoptera-Pyralidae) A I
S11

E. kuehniella (wKueUSDA-Lepidoptera) A
Diptera (A_PanBCI_Calyp16) A

Figura 16. Filogenia Bayesiana sem raiz de 62 cepas de Wolbachia resultante do alinften#38@b do gene
ftsZ. O comprimento dos ramos foi desenhado em escala e a confiabilatadés é expressa em probabilidade
posterior (%), quando maior que 90% (representada também pelo asteribem)a Ale escala corresponde ao
nimero esperado de substitui¢do por sitio. Na ponta de cada ramo hé ciemdifico do organismo hospedeiro
ou o grupo taxondmico a quem ele pertence, seguido pelo codigpalaeaNolbachia, entre parénteses. As
letras A e B representam os Supergrupos A e B de Wolbaghi@rvore esta dividida em dois grupos
distinguidos pela presenca de ramos azuis e escuros. As barras verticais em dresmeoadndicam 0s sub-
grupos. A cepa em azul indica aquela que é mais proxima daquela presehtsudbfasciatus e as cepas em
vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacarmgr&osdos.
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3.1.4.5. Gene fbpA

Esta arvore (Figura 17), formada com base no banco de dados W5 apresentou
probabilidade a posteriori abaixo de 90% para a maioria todos os ndés, o que demonstra que
ela possui um bom suporte. Formou-se dois grupos principais: um composto por cepas
pertencentes ao supergrupo A (ramos destacados com cor azul ou grupo Azul) e outro grupo
formado por cepas pertencentes ao supergrupo B, exceto as cepas Zsub, Csil, Apap, wixpl e
Cpln presentes, respectivamente, em Z. subfasci@tslyvicola, A paphia,l. persulcatug
C. palaemon que néo estao classificadas em nenhum dos supergrupos de Wolbachia (ramos
destacados com cor escura ou grupo Escuro).

O grupo Escuro é subdividido nos subgrupos S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7 e S8 e as
cepas Oova_B e Btab_B_wAlII1-30 presentes em O. ovaliperBigabaci. Algumas cepas
estdo presentes em espécies praga de grdos armazenados, tais como: a cepa
Tcon_B_BhAvill_ AK presente em T. confusum (agrupada com a cepa presente em C.
alternans no subgrupo S1); as cepas Ccep B BJ, BOTRY e Ekue B presente
respectivamente em C. serratus, C. cephalonica, Sitophilus sp. e E. kuehniella (agrupadas
com as cepas Coed_B e Btab_B_W1a presentes, respectivamente, em C. oedippus, B. tabaci
no subgrupo S2); a cepa Zsub presente em Z. subfasciatus (que se agrupa com a cepa Lory B
presente em L. oryzophilus no subgrupo S4); a cepa SONDYA presente em S. oryzae
(agrupada com a cepa wixpl presente em |. persulcatus no subagrupamento S5); Ainda sobre
a cepa Zsub, as analises de porcentagem de identidade mostram que a cepa Lory B possue
100% de porcentagem de identidade, tratando-se portanto da mesma sequéncia (Tabela
suplementar 9 e Figura 17). Todas as cepas presentes em B. tabaci estdo distribuidas nos
subgrupos S2, S3, S6, agrupadas com outras cepas presentes em espécies hospedeiras c
diferentes taxons, além das cepas Btab B wAIll9 43 e Btab B wAIlI3_49 formando o
subgrupo S7 e a cepa Btab_B wAII1-30 que ndo esta em nenhum dos subgrupos
mencionados. (Figura 17). Vale destacar o agrupamento da cepa W-Efur (presente em E.
furuhashii) com cepas de B. tabaci em S3 (Figura 17).

O grupo Azul é constituido pelos subgrupos S9, S10, S11, S12, S13 e S14. Na espécie
E. kuehniella temos as cepas Ekue A e wKueUSDA presentes respectivamente nos
subagrupamento S12 e S13. E S10 é constituido apenas pelas cepas presentes em C
Obstrictus (Marsham) (Figura 17).
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100 C. alternans (Calt_B-Coleoptera-Chrysomelidae) B
T. confusum (Tcon_B_BhAvill AK-Coleoptera-Tenebrionidae) B I 51
C. serratus (SP2-Coleoptera-Chrysomelidae) B
C. cephalonica (Ccep_B_BJ-Lepidoptera-Pyralidae) B
Sitophilus sp. (BOTRY-Coleoptera-Curculionidae) B g2
E. kuehniella (Ekue_B-Lepidoptera-Pyralidae) B
C. oedippus (Coed_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B
B. tabaci (Btab_B_W1a-Hemiptera-Aleyrodidae) B
0. ovalipennis (Oova_B-Lepidoptera-Crambidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll1-30-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci{Btab_B_wAlIl7_26-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_W5-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll6-35-Hemiptera-Aleyrodidae) B
E. furuhashii (\W-Efur-Hymenoptera-Aphelinidae) B 83
B. tabaci (Btab_B_wAl_39-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAl_27-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (wBtab-Hemiptera-Aleyrodidae) B
Z. subfasciatus (Zsub-Coleoptera-Chrysomelidae)
L. oryzophilus (Lory_B-Curculionidae-Coleoptera) B I 34
5. oryzae (SONDYA-Coleoptera-Curculionidae) B
I. persulcatus (wlxp1-Arachnida-lxodida-1xodidae) I 85
T. urticae (wUrtCon2-Arachnida-Trombidiformes) B
M. fascifrons (wMfas1-Hemiptera-Cicadellidae) B
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B
A. punctidactyla (Apun_B-Lepidoptera-Pterophoridae) B
H. horticola (Hhor_B_wHho-Hymenoptera-lchneumonidae) B
Dryinidae (wWaspb-Hymenoptera) B
C. glycerion (Cgly_B-lLepidoptera-Nymphalidae) B
P. icarus (Pica_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B
C. silvicola (Csil-Lepidoptera-Hesperiidae)
A. paphia (Apap-Lepidoptera-Nymphalidae
C. palaemon (Cpln-Lepidoptera-Hesperiidae)
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29-Hemiptera-Aleyrodidae) B S6
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll6-38-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAU_54-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_W2a-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_W3-Hemiptera-Aleyrodidae) B
L. melissa (Lmel_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B
gmB. tabaci (Btab_B_wAll9_43-Hemiptera-Aleyrodidae) B I 57

B. tabaci (Btab_B_wAll3_49-Hemiptera-Aleyrodidae) B
c B. afer [Bafe_B_wAfe_1-Hemiptera-Aleyrodidae) B I s8

P. stubbendorffii (Pstu_B-Lepidoptera-Papilionidae) B
A. albopictus (Aalb_A-Diptera-Culicidae) A
0. cacaliae (Ocac_A w\VdQ-Coleoptera-Chrysomelidae) A
F. occulta (Focc_A-Hymenoptera-Formicidae) A
A. emertoni (Aeme_A_LW5-Arachnida-Araneae) A
C. Obstrictus (Marsham) (Cobs A_Ger-Coleoptera-Curculionidae) A
C. obstrictus (Marsham) (Cobs A Switz-Coleoptera-Curculionidae) A S10
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA-Coleoptera-Curculionidae A
= @pColeoptera Staphylinidae (A_Cobb5Staph) A
Suillia sp. (A_Cobb27Hel Diptera Heleomyzidae) A I SN
E. kuehniella (Ekue_A-L epidoptera-Pyralidae) A s12
A. chilonis (Ach_A_wCh3-Hymenoptera-Bracomdae) A I
E. kuehniella (wKuel SDA-Lepidoptera) A I 513
Diptera (A_PanBCl_Calyp16) A
100g 4. sparsa (Aspa_A-Coleoptera-Chrysomelidae) A I
514

59

0.02

0. clarus (Oclar_A-Hymenoptera-Formicidae) A
P. coloradensis (Pcol_A-Hymenoptera-Formicidae) A

Figura 17. Filogenia Bayesiana sem raiz de 62 cepas de Wolbachia resultante do alinften?@gb do gene
fopA O comprimento dos ramos foi desenhado em escala e a confiagbdidados € expressa em probabilidade
posterior (%), quando maior que 90% (representada também pelo asteriban)a Ale escala corresponde ao
namero esperado de substituicdo por sitio. Na ponta de cada ramorhé cigmntifico do organismo hospedeiro
ou o grupo taxondmico a quem ele pertence, seguido pelo codigpalaeaNolbachia, entre parénteses. As
letras A e B representam os Supergrupos A e B de Wolbhaghirvore estd dividida em dois grupos
distinguidos pela presenca de ramos azuis e escuros. As barras verticais emofrerateos indicam os
subagrupos. A cepa em azul indica aquela que é mais préxima daquela presérgal#fasciatus e as cepas em
vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacarmge&osdos.
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3.1.4.6. Gene wsp

A arvore (Figura 18) formada com base no banco de dados W6 apresentou
probablilidade a posteriori acima de 90% para a maior parte dos nés, o que demonstra que ela
possui um bom suporte. Formou-se dois grupos principais: um composto em sua maioria por
cepas pertencentes ao supergrupo A com excecdo da cepa Btab_B_ W5 presente em E.
kuehniella (Ordem Hemiptera) (ramos destacados com cor azul ou grupo Azul) e outro grupo
formado por cepas pertencentes ao supergrupo B, exceto as cepas Zsub, Csil, Apap, wixpl e
Cpln presentes, respectivamente, em Z. subfasci@tslyvicola, A paphia,l. persulcatuge
C. palaemon que néo estao classificadas em nenhum dos supergrupos de Wolbachia (ramos

destacados com cor escura ou grupo Escuro).

O grupo Escuro é constituido pelos subgrupos S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8 e S9.
Algumas cepas estdo presentes em espécies praga de graos armazenados, tais como: a cef
Ccep_B_BJ presente em C. cephalonica (agrupada com a cepa presente em C. atternans
subgrupo S1); a cepa SP2 presente em C. serratus (agrupada com as cepas prdsentes em
oryzophilus, L. melissa, |. persulcatus, P. stubbend@& . oedippus no subgrupo S2); a
cepa SONDYA e BOTRY presente, respectivamente em S. oeydephilus sp. (que se
agrupam no subgrupo S3); a cepa Zsub presente em Z. subfasciatus (que se agrupa com a cep.
Cpln presente em C. palaemon no subgrupo S4); e a cepa Tcon_B_BhAuvill_AK presente em
T. confusum (que se agrupa com inumeras cepas de presentes em diferentes taxons no
subgrupo S9). Ainda sobre a cepa Zsub, as andlises de porcentagem de identidade mostram
que a cepa Cpln possue a sequéncia mais proxima (Tabela suplementar 10 e Figura 18). Todas
as cepas presentes em B. tabaci estdo distribuidas nos subgrupos S5, S6, S8 e S9, agrupade
com outras cepas presentes em espécies hospedeiras de diferentes taxons (Figura 18). Vale
destacar o agrupamento da cepa W-Efur (presente em E. furuhashii) com ceptebdeiB.
em S5 (Figura 18).

Ja o grupo Azul é constituido pelos subgrupos S10, S11 e S12 e as cepas Ekue B,
A_Cobb27Hel, Aspa_A, Aeme_A_LW5 e Focc_A. Em relagédo as cepas presentes em E.
kuehniella (praga de grdos armazenados), além de Ekue B, outras cepas podem ser
encontradas em S11 (cepa Ekue_A) e S12 (cepa wKueUSDA). Ainda sobre o subgrupo S12,
além de wKueUSDA, estdo agrupadas todas as cepas presentes em C. obstrictus (Marsham), &
cepa presente em A. albopictus e a cepa A_CobbStaph (Figura 18).
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100

C. alternans (Calt_B-Coleoptera-Chrysomelidae) B s1
C. cephalonica (Ccep_B_BJ-Lepidoptera-Pyralidae) B
C. serratus (SP2-Coleoptera-Chrysomelidae) B
L. oryzophilus (Lory_B-Curculionidae-Coleoptera) B
L. melissa (Lmel_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B g2
I. persulcatus (wixp1-Arachnida-lxodida-1xodidae)
P. stubbendorffii (Pstu_B-Lepidoptera-Papilionidae) B
C. oedippus (Coed_B-Lepidoptera-Mymphalidae) B
5. oryzae (SONDYA-Coleoptera-Curculionidae) B I s3
Sitophilus sp. (BOTRY-Coleoptera-Curculionidae) B
Z. subfasciatus (Zsub-Coleoptera-Chrysomelidae) I s4
C. palaemon (Cpln-Lepidoptera-Hesperiidae)
B. tabaci (Btab_B_wAllI7_26 Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_W3 Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll6-35-Hemiptera-Aleyrodidae) B S5
E. furuhashii (W-Efur-Hymenoptera-Aphelinidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAl_27-Hemiptera-Aleyrodidae) B
g P- icarus (Pica_B-Lepidoptera-Lycaenidae) B
A. paphia (Apap-Lepidoptera-Nymphalidae) S6
B. tabaci (Btab_B_W1a-Hemiptera-Aleyrodidae) B I
T. urticae (wUrtCon2-Arachnida-Trombidiformes) B
M. fascifrons (wMfas1-Hemiptera-Cicadellidae) B I 57
B. tabaci (Btab_B_W2a-Hemiptera-Aleyrodidae) B ISB
B. tabaci (Btab_B_W3-Hemiptera-Aleyrodidae) B
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK-Coleoptera-Tenebrionidae) B
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B
A. punctidactyla (Apun_B-Lepidoptera-Pterophoridae) B
H. horticola (Hhor_B_wHho-Hymenoptera-lchneumonidae) B
Dryinidae (w\Waspb-Hymenoptera) B
C. glycerion (Cgly_B-Lepidoptera-Nymphalidae) B
C. silvicola (Csil-Lepidoptera-Hesperiidae)
. tabaci (Btab_B_wCN1_42-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll1_29-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wCN1_41-Hemiptera-Aleyrodidae) B S9
. tabaci (Btab_B_wAll6-38-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wAll9_43-Hemiptera-Aleyrodidae) B
tabaci (Btab_B_wAll3_49-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAU_54-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wAll1_28-Hemiptera-Aleyrodidae) B
. tabaci (Btab_B_wCN1_11-Hemiptera-Aleyrodidae) B
0. ovalipennis (Oova_B-Lepidoptera-Crambidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAl_39-Hemiptera-Aleyrodidae)
B. tabaci (wBtab-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. tabaci (Btab_B_wAll1-30-Hemiptera-Aleyrodidae) B
B. afer (Bafe_B_wAfe_1-Hemiptera-Aleyrodidae) B

E. kuehniella (Ekue_B-Lepidoptera-Pyralidae) B
Suillia sp. (A_Cobb27Hel Diptera Heleomyzidae) A
= @0, clarus (Oclar_A-Hymenoptera-Formicidae) A I $10
P. coloradensis (Pcol_A-Hymenoptera-Formicidae) A
A. sparsa (Aspa_A-Coleoptera-Chrysomelidae) A
A. emertoni (Aeme_A_LW5-Arachnida-Araneae) A
F. occulta (Focc_A-Hymenoptera-Formicidae) A
0. cacaliae (Ocac_A_w\VdQ-Coleoptera-Chrysomelidae) A
E. kuehniella (Ekue_A-Lepidoptera-Pyralidae) A 511
Diptera (A_PanBCI_Calyp16)
A. chilonis (Ach_A_wCh3-Hymenoptera-Bracomdae) A
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz-Coleoptera-Curculionidae) A
C. obstrictus(Marsham) (Cobs_A_Ger-Coleoptera-Curculionidae) A
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A
A. albopictus (Aalb_A-Diptera-Culicidae) A 512
E. kuehniella (wKueUSDA-Lepidoptera) A
C. obstrictus (Marsham) (Cobs A _USA-Coleoptera-Curculionidae) A

mEEEDEEEm

99

100

Figura 18. Filogenia Bayesiana sem raiz de 62 cepas de Wolbachia resultante do alinttent8itgb do gene
wsp. O comprimento dos ramos foi desenhado em escala e a confiabilidades dosxpdessa em probabilidade
posterior (%), quando maior que 90% (representada também pelo asteriban)a Ale escala corresponde ao
ndmero esperado de substitui¢cdo por sitio. Na ponta de cada ramorhé cientifico do organismo hospedeiro
ou o grupo taxondmico a quem ele pertence, seguido pelo codigpalaeaNblbachia, entre parénteses. As
letras A e B representam os Supergrupos A e B de Wolbhaghirvore estd dividida em dois grupos
distinguidos pela presenga de ramos azuis e escuros. As barras verticais em dresmigoadndicam 0s sub-
grupos. A cepa em azul indica aquela que é mais proxima daquela presehtsudbfasciatus e as cepas em
vermelho indicam aquelas presentes em espécies hospedeiras que atasanmgEEnados.
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3.1.5. Andlise das sequéncias de aminoacido e do perfil WSP

Foi realizada uma reconstrucdo in silico, em nivel de aminoacido, de todas as
sequéncias do gene wsp para as 62 cepas analisadas e para fins de analise, ela foi dividida en
4 motivos denominados de HVR (Regido de Hiper-variagdo). Em todos os quatro motivos
pode-se perceber que as sequéncias se distinguem de forma muito marcante, quando se
compara a maioria dos supergrupos A e B. Comparando as cepas presentes em espeécies de
graos armazenados percebe-se que as cepas cepas WKueUSDA, [Eki&uA B do
supergrupo A e que estdo presenteskerkuehniella possuem sequéncias completamente
diferentes das cepas do supergrupo B presentes também em insetos pragas de gréos(Figura
19 e 20). Fazendo a mesma comparacao entre esses dois supergrupos pela andlise do perfi
WSP, percebe-se que ndo ha nenhum indicio compartiihamento de alelo entre ambos os

supergrupos de Wolbachia (Tabela Suplementar 11).

Comparando a nivel de motivo HVR as sequéncias da cepa Zsub presente em Z

subfasciatus com as demais constata-se que:

Em HVR1 a sequéncia de Zsub séo idénticas as das cepas presentes em T. urticae, A
punctidactyla, C. glycerion, M. fascifrons, C. silvicola, H. horticola, C. oedippus, C. serratus
e as cepas Btab B wAl 39, Btab B W2a, Btab B W3, Btab_ B wCN1 11,
Btab_B_wAll1_28, Btab B wWAU_54, Btab_B_wAII9 43, Btab_ B W@\BS,
Btab B wCN1 42, Btab B wAlll 29, Btab B wAll1-30 presentes em B. tabaci e as cepas
wWaspb e B_NY_Chloro150737b presentes, respectivamente, em organismos da Ordem
Hymenoptera e Diptera (Figuras 19 e 20). Esse resultado pode ser constatado na andlise de
perfil WSP das cepas (Tabela Suplementar 11).

Em HVR2 as cepas com as sequéncias mais similares de Zsub sdo as que estado
presentes em T. urticae, A punctidactyla, C. glycerion, M. fascifrons, C. silvicola, H.
horticola, A paphia P. icarus, O. ovalipennis, T. confusum, as cepas wBtab,
Btab_B_wAI_39, Btab B WCN1_11, Btab B WCN1_41, Btab_B_wAll1_28,
Btab_B_wAU_54, Btab_B_wAII9_43, Btab_B_wAII6-38, Btab_B_wCN1 42,
Btab_B wAll1l_29, Btab B wAll3 49, Btab_ B wAlIl1-30, Btab B W1a presentes em B.
tabaci e as cepas wWaspb e B_NY_Chlorol50737b presentes, respectivamente, em
organismos da Ordem Hymenoptera e Diptera (Figuras 19 e 20). Esse mesmo resultado pode

ser constatado pela analise do perfil WSP e pela analise de identidade do motivo HVR2 das
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cepas (Tabela Suplementar 12). O que difere essas cepas de Zsub em relagdo ao motivo
HVR2 é apenas a troca do aminoacido lisina pelo de Treonina na posi¢cdo 64. No que diz
respeito ao alelo para a sequéncia do motivo HVR2 de Zsub, esta ndo compartilha alelo com
nenhuma outra cepa (Tabela Suplementar 4). J& comparacdo o banco de dados total de WSF
de Wolbachia no site do PUbMLST (PubMLST-Universidade de Oxford) também demonstrou
que o alelo de HVR2 em Zsub s&o exclusivos desta cepa.

Em HVRS3, a sequéncia de Zsub sdo idénticas as cepas presentes em T. urticae, A
punctidactyla, C. glycerion, M. fascifrons, C. silvicola, H. horticola, A. paphia, P. icarus, T.
confusum, e as cepas Btab B W3, Btab B wCN1 11, Btab_B wCN1_41,
Btab_B_wAlIl1_28, Btab_B_wAU_54, Btab_B_wAII9_ 43, Btab_B_wAII6-38,
Btab_B_wCN1 42, Btab_B_wAll1_29, Btab_B_wAII3_49, Btab_B_wAII1-30,
Btab B W1la presentes em B. tabaci e as cepas wWaspb e B_NY_Chloro150737b presentes,
respectivamente, em organismos da Ordem Hymenoptera e Diptera. (Figuras 19 e 20). Esse
resultado pode ser constatado na analise de perfil WSP das cepas (Tabela Suplementar 11).

Em HVRA4, a sequéncia de Zsub s&o idénticas as cepas presentes em |. persulcatus, P.
stubbendorffii, L. melissa, C. serratus (Figura 19 e 20). Esse resultado pode ser constatado na

andlise de perfil WSP das cepas (Tabela Suplementar 11).

Fazendo uma analise de identidade da proteina WSP como um todo, a cepa com a
sequéncia com maior similitaridade ou identidade é a cepa Cpln presente em C. palaemon

(Tabela suplementar 13).
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ HVR1 ][ HVR2 ]

[1 3811[39 88]

[* *] [* *]
Z.subfasciatus (Zsub) TKVDGIT-NATGKEKD----SPLTRSFIAGGGAFGYKM DDIRVDVEGLYSQLAKDTAVVNTSEK--NVADSLTAFSGLVNVYYDIATE
L.oryzophilus (Lory B) B LoWNLLL- UKLl e T..AT..FDN--=-KA. ..V, innnn.
T.urticae (wUrtCon2) B  ...... e P ittt e e ct ittt aee  teeseeeee s ettt et e oo ittt teceeacacccasnns
A.punctidactyla (Apun B) B~ ....... R e T e ittt i e
C.glycerion (Cgly B) B ..., I e T e e i e
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B ....... e e T mm e e e e e e e e et et
Diptera Chloropidae (B NY Chlorol50737b) B ....... SR T e e e e T e e e
M.fascifrons (wMfasl) ... e e T e e e e
C.silvicola (Csil) ..., e e T e e e e
H.horticola (Hhor B wHho) B ....... e S T e e et
A.paphia (Apap) il B T T o e e e e e e e e et
P.icarus (Pica.B) B ... B S8 B TP Tom s e e e e et tieeeeeaeeeeas
I.persulcatus (wIxpl) B el NLL el e T..AT..SDN--=-KA. ..V, ennnnn
C.palaemon (Cpln) L., K-..A..... e T
C.oedippus (Coed B) B ..., e P o ittt ettt ettt e eedte e T..AT..SDN-——-KA...V. ittt iinnnn.
B.tabaci (wBtab) B ..., e et S et e e et e e e e e e e e e Tom s e e ettt eteeeaaneeeas
B.tabaci (Btab B W5) B STeenn. e e PP T
B.tabaci (Btab B wAII7 26) B STeen.. e e PP T
B.tabaci (Btab B wAI 39) B ...... e T e e e e e e e e T e e i
E.furuhashii (W-Efur) B T ... e et bt SO T Y
B.tabaci (Btab B wAII6-35) B LTl e i ] T T
B.tabaci (Btab B W2a) B~ L...... T il B T
P.stubbendorffii (Pstu B) B oWNLL - Tl e T..AT..SDN-——-KA... V...
L.melissa (Lmel B) B F m et ettt e ettt aeeeseeateeaan T..AT..SDN=-===KA. .. V.t it teieennnnn
B.tabaci (Btab_B wAI 27) B LTo... R e T R R
O.ovalipennis (Oova B) B ...... EEEE L T e ittt
B.tabaci (Btab B wW3) B~ ...... et E e o e ittt e ettt eeae seeeseesee et L
B.tabaci (Btab B wCN1 11) B ~  ....... e T e e e e e i T e e e e e
B.tabaci (Btab B wCN1 41) B  ...... R T e e e e e e e B
B.tabaci (Btab B wAIIl1 28) B ....... R T e e e e e e B
B.tabaci (Btab_B wAU 54) B  ....... T T T T e e e e e e ee e e e T e e e i e,
B.tabaci (Btab_B wAII9 43) B ....... T T T e e e e e et e e T e e e e
B.tabaci (Btab B wAII6-38) B~ ....... S, T e e e e e e e e et et e e e Tom e it et e teeeeeeneeenneas
B.tabaci (Btab B wCN1 42) B ...... R T e e e e i e T ettt
C.serratus (sp2) B ..., I e T..AT..SDN--—-KA... V...,
B.tabaci (Btab_B wAIIl 29) B ....... T T T e e e e e e e e e e T e e e i
B.tabaci (Btab_B wAII3 49) B ....... T T T e e e e e e et e e T e e e i

Figura 19. Primeira parte do alinhamento a nivel de aminoacido de 62 sequéncias @a@W3$P aa reconstruidas in silico. a partir de suas respectivas sequéncias de DNA
de 537 pb. A cadeia é dividida em quatro motivos de aminoacidosadbantiVVRs (do inglés Hyper-variable regions ou regides hiper-variaigs)a figura estéo
representados apenas os motivos HVR 1 e 2. Cada ponto indica similaridadeecu@naia WSP de Z. subfasciatus (Zsub). Os nimeros e asteriscos indideimefim

de cada motivo bem como o inicio e fim de cada sequéncia. As letras ilkpreBentam os Supergrupos A e B de Wolbachia. As cepas em verndaghmiaquelas
presentes em espécies hospedeiras que atacam grdos armazenados.
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Continuagéo

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ HVR1 11 HVR2 ]

[1 381139 88]

[* *] [* *
S.oryzae (SONDYA) B L., -..A..... et OO AT..—=.D--NKA. .. V.t ttieenennn
B.tabaci (Btab B wAII1-30) B ~  ....... e T T e e i i
B.tabaci (Btab B wla) B L...... SR D T e e e e e e T e e e et
C.cephalonica (Ccep B BJ) B RIL..E-YKK.T.VH--=--D. . KA. .M. .. A. .. ... it iiitinnennn N.NDVSGA-TFTPTT..N.VA. .. ...
T.confusum (Tcon B BhAvill AK) B LW ELL-VoL Ll T e e e e e e e T e e e e e,
Sitophilus sp (BOTRY) B ..., -..A.. ... P e e e e e ettt e e AT..-=.D--NKA. ..V, iewennnn
B.afer (Bafe B wAfe 1) B ..., I, T e e Veeoooo v, V... Koo... D...... T==D. it iiiieieterenens
E.kuehniella (Ekue B) B oI VLU=YKS. . DNN-===. . .KP. . L.ttt it ittt iiiiiieiee e S..AD. .D-=-TSPA.VE. ...ttt
C.alternans (Calt B) B ..... K-YEKESKAQ----D..KA.. ... oot i I....... N.NDVTGA-AFTPDT...NV......coiiiun..
A.chilonis (Ach A wCh3) &  ..... A.GAKKKTADTGTTTDLYKA..M..... L. it S...L-DVAPTP--ATl. ...ttt iiiinnnnnnn
A.albopictus (Aalb A) A L...... “YKKD.SDY-===. . . KP. .ttt it iiit iiiiiia V..Y.N.NDVKDVVFTPADTI.N....I....ciiiu...
O.clarus (Oclar A) A ..., A.GAKKKNADAGTTTDLYKA. .M. . ittt iit i ittt it e innnnn S...L-EKAPDP--AI...... I
E.kuehniella (wKueUSDA) A ..., —YKKDNSDY----. .. KA. .L....tiiie i, V..Y.N.NNVTDARFTP-DTI...V..I.......oo....
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Switz) A  ...... A-HKS. .DNN====. . .KA . s ittt it i te et teeeeieennnn W.N..AD..G-————-— DT..E....T......... V...
O.cacaliae (Ocac_A wvdo) A  ..... A.GAKKKTADTGTTTDLYKA. .M.t ittt ittt ottt tieenneenn S.N.L-DVAPTP--AT.E....IT....ccivvv...
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A USA) A  ....... —YKKDNNDY-===.. . KA. ...ttt tiiiennnnnnn W.N..AD..G-——--— DT...N...T......... V...
Coleoptera Staphylinidae (A CobbStaph) A  ....... —YKKDNNDY====. . .KA. . it ittt ittt ieeen V....S.NNVTGAAFNPDT-....... I iie
A.emertoni (Aeme A LW5S) A ..I..V.GLKKKTGDTADTTDLYNA. .+ sttt vttt et eeeeeeenn I..W.N...N.TG.AVPG-A..E....IT......... V...
E.kuehniella (Ekue A) A ..., A.GAKKKTADTDTTTDLYKA. .M.ttt it ittt it iieeeeenns S...L-DVAPTP--ATl. ...ttt tiinnnnnn
Suillia sp (A Cobb27Hel) A  ...... A-HKS..DNN-=-==. .. KA. ... ittt ittt W.N..AD..G--DT---...N...I......... V...
C.obstrictus (Marsham) (Cobs A Ger) A ....... —YKKDNNDY====. . KA. . i ittt et iie eeeeennnn V....S.NNVTGAAFNP-DT....... Tt e e e e eeeea
A.sparsa (Aspa A) A ... V.GLKKKTTDTTDTTDLY .A. .M. .. it iiiis vt Ve...N...T.TG..VPAEGI.NN...IT.. ...
F.occulta (Focc_A) A .. 1. .V.GLKKKTGDTADTTDLYNA. .ttt i ittt i et heeeeannn I..W.N...N.TG.AVPG-A..E....IT......... V...
Diptera (A _PanBCI Calypl6) A ..... A.GAKKKTADTDTTTDLYKA. .M.t ittt ittt et iieeeeenns S...L-DVAPTP--ATl. ...ttt iiiiinnnnnnn
P.coloradensis (Pcol A) A ..., A.GAKKKNADAGTTTDLYKA. .M. .t ittt iis iiii ittt eennnn S...L-EKAPDP--AT...... T

Figura 19. Primeira parte do alinhamento a nivel de amino&cido de 62 sequéncias @®W$P aa reconstruidas in silico. a partir de suas respectivas sequéncias de DNA
de 537 pb. A cadeia é dividida em quatro motivos de aminoacidosadbantVRs (do inglés Hyper-variable regions ou regides hiper-variaigis)a figura estao
representados apenas os motivos HVR 1 e 2. Cada ponto indica similaridadeecp@neia WSP de Z. subfasciatus (Zsub). Os nimeros e asteriscos indideimefim

de cada motivo bem como o inicio e fim de cada sequéncia. As letras iemreBentam os Supergrupos A e B de Wolbachia. As cepas em vernditamiaquelas
presentes em espécies hospedeiras que atacam graos armazenados.
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Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) [ HVR3 10 HVR4

[89 14071141 179]

[* *] [* *]
Z.subfasciatus (Zsub) DMPITPYVGVGVGAAYISNPSKADAVKDQK-GFGFAYQAKAGVSYDVTPEIK LFAGARYFGSYGASFNKE----TVSATKE------ IN-V
L.oryzophilus (Lory B) B e Devoune T e e e e ettt e e et e e D.A--—————- AEG--DTA-.KN.
T.urticae (WUrtCon2) B e e e e e e et e e e e e e e e e ettt ettt e e et D.V-=—————— D.G--DTA-.KN.
A.punctidactyla (Apun B) B e T e e e e e ettt e e D.A--=-————- A.D--DTG-.KN.
C.glycerion (Cgly B) B e e T e e e e e e e e D.A-—-—————— A.D--DTG-.KN.
Hymenoptera Dryinidae (wWWaspb) B i e e e R D.A———————— A.D--DTG-.KN.
Diptera Chloropidae (B _NY Chlorol50737Db) B ...ttt I D.A-—-———-—-- A.D--DTG-.KN.
M.fascifrons (wMfasl) e e e e e T e e e e e e e D.A-——-————- D.D--DTG-.KN.
C.silvicola (Csil) e e e e e T e e e e e e e D.A-——-——-—— A.D--DTG-.KN.
H.horticola (Hhor B wHho) B i it iiinnn i D.A--—-—-—-—-— A.D--DTG-.KN.
A.paphia (BApap) e e e e e e e e O D.A-———————— A.D--DTG-.KN.
P.icarus (Pica B) B et m it ettt et ettt et eeeettt e D.A———————- A.D--DTG-.KN.
I.persulcatus (WIXpl) B i i e e B m e e e e e e e i ce
C.palaemon (Cpln) e i et i e e Too... E T Y e e i ce
C.oedippus (Coed B) B e B oo i m e e e e e e e e e e e e e e e et e ...
B.tabaci (wBtab) B e e T T D.A-——————- A.D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab_ B W5) B i et R i i e i e e e D.A----—-——- A.D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab B WAII7 26) B e R ettt e e e D.A--——---- . .D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab B wWAI 39) B e PN Geveiee e D.A--—-—-—- A.D--DTG-.KN.
E.furuhashii (W-Efur) B e e e e e e e R e i e e D.A-——————- A.D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab B wATII6-35) B e e R i i e e e D.A----—-—-—- A.D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab_B W2a) B i e S T Y D.A----—-——- A.D--DTG-.KN.
P.stubbendorffii (Pstu B) B e B o i m e e e e e e e e e e e e et e e e e et e et IR B e
L.melissa (Lmel B) B e B o i m e e e e e e e e e e e e et e e e e et et IR B e
B.tabaci (Btab B WAI 27) B e Rt ettt e e D.A--——---- A.D--DTG-.KN.
O.ovalipennis (Oova B) B e T..... T T T T S S D.T-—--—-—-- N.D--DND-.KN.
B.tabaci (Btab B W3) B i T D.A-——————- A.D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab B WCNL 11) B e S e ettt e D.A--—-—-—- ..D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab B WCNL 41) B e e e D.A--——---- ..D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab B WAIIL 28) B e e e e D.A--——---- . .D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab B wAU 54) B e T et i D.A--—-—-—- A.D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab B WAII9 43) B e T et e D.A--—-—-—- A.D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab B wAII6-38) B i T e e e ettt e e ea e D.A-——————-— ..D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab B WCNL 42) B e e e e D.A--——---- ..D--DTG-.KN.
C.serratus (SP2) B e i e et e e e B im i e e e e e e i ce
B.tabaci (Btab B WAIIL 29) B e T ettt e D.A--—-—-—- ..D--DTG-.KN.
B.tabaci (Btab B WAII3 49) B e T e e e D.A--—-—-—- A.D--DTG-.KN.

Figura 20. Segunda parte do alinhamento a nivel de aminoacido de 62 sequéncias denWIS™ aa reconstruidas in silico. a partir de suas respectivas sequéncias de DNA
de 537 pb. A cadeia é dividida em quatro motivos de aminoacidosadbaniVVRs (do inglés Hyper-variable regions ou regies hiper-variaigs)a figura estéo
representados apenas os motivos HVR 3 e 4. Cada ponto indica similaridadeequé@reia WSP de Z. subfasciatus (Zsub). Os nimeros e asteriscos indideimefim

de cada motivo bem como o inicio e fim de cada sequéncia. As letras ilkpreBentam os Supergrupos A e B de Wolbachia. As cepas em vemdéthon aquelas
presentes em espécies hospedeiras que atacam grdos armazenados.
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Continuagéo

Organismo Hospedeiro

.cephalonica
itophilus sp

.kuehniella

.albopictus

.kuehniella
.obstrictus

QO QEHOPEPYFPOQHTNHAOQWWEMN

.obstrictus

.oryzae (SONDYA) B
.tabaci (Btab B wAII1-30)
.tabaci (Btab B Wla) B

(Ccep_B BJ)

(BOTRY) B

.afer (Bafe B wAfe 1) B
(Ekue B) B
.alternans (Calt B) B
.chilonis (Ach A wCh3) A
(Aalb_A) A
.clarus (Oclar A) A
(wKueUSDA)
(Marsham)
.cacaliae (Ocac_A wvdO) A
(Marsham)

Coleoptera Staphylinidae

A.emertoni (Aeme A LW5) A
(Ekue A) A

E.kuehniella

A
(Cobs A switz) A

B

Suillia sp (A Cobb27Hel) A

C.obstrictus

(Marsham)

A.sparsa (Aspa_A) A
F.occulta (Focc_A) A

Diptera (A PanBCI Calypl6) A
P.coloradensis

(Pcol A) A

B

.confusum (Tcon B BhAvill AK)

(Cepa de Wolbachia)

B

(Cobs_A USA) A
(A _CobbStaph) A

(Cobs_A Ger) A

HVR3

.LAT-..SS.NGK.A.
.L.T-.INN.NSK....
. .LATKVTD.KAS. ..
.L.D-..N...SK....
.LAT-..SS.NGK.A.
.LET-..N...NK....
.L.T-.IN..NSK....
L.E-..N...SK....
. .LATKVTG.KDS. ..
.LAT-..SS.NGK.A..
. .LATKVTD.KAS. ..

.LAT-..SS.NGK.A..
. .LAKKVTD.KAS. ..

.LAT-..SS.NGK.
.LAT-..SS.NGK.A..
.LATKVTD.KAS. ..

HVR4 ]
14071 (141 179]
*][* *]
.................. ----..L. ————m— -
............... D.A--------..D--DTG-.KN
............... D.A----—-—---A.D--DTG-.KN
.................. -———-A......-—————..-—
............... D.A--------A.D--DAG-.KN
.................. ----..L. —————— .-
............... D.A-----—---A.D--DTG-.KN
........... N.G.T--------A.D--DGG-.K-
...................... K.A-——-.A.TN.D-==———..-.
T F..H.D.D----.AA.S.D---KGELK-.
....... V. veeee...F. H.D-SETTGADNKKVVTK--DAYK-.
.................... N.G.A-----—-—--A.D--DAG-.K-.
....... V. veeieenae...N.D.S=—=--.G-E.D---KGGHT-.
....... V. veeeeeee...N.D.T-——-----D.D--GKGELK-.
................. F..H.D.D----.AA.N.D---KGEFK-.
.................... N.DSD----.SKKD.-----GGHA-.
................. F..H.Y.D----D.T.S.D---KGELK-.
.................... N.G.T----—-—-—--A.D--DAG-.K-.
T F..H.D.D----.AA.S.D---KGELK-.
....... V. ceeieeea.. . N.G.T-——-----A.D--DSG-.K-.
....... V. veeeeeae...N.D.T--------D.D--GKGELK-.
.................... N.G.A----———-.KGD---AG-.K-.
....... V. veeeeeee...N.D.T-——-----D.D--GKGELK-.
e F..H.D.N----.AA.S.D---KGELK-.
.................... N.G.T--------..D--DAG-.K-

Figura 20. Continuacdo da segunda parte do alinhamento a nivel de aminoacidseatpuéfcias de WSP com 179 aa reconstruidas in silico. a partir
sequéncias de DNA de 537 pb. A cadeia é dividida em quatro motivosineéaidos chamados HVRs (do inglés Hyper-variable regions @esekhiper-variaveis). Nesta
figura estdo representados apenas os motivos HVR 3 e 4. Cada ponto intacalaida com a sequéncia WSP de Z. subfasciatus (Zsub). Os nimeros e asteicsinso

inicio e fim de cada motivo bem como o inicio e fim de cada sequéncietréds A e B representam os Supergrupos A e B de Wolbachia. Aserapasmelho indicam
aquelas presentes em espécies hospedeiras que atacam grdos armazenados.
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3.1.6. Gendtipo MLST e WSP de cepas presentes em grdos armazenados.

Os resultados mostraram em relacdo ao genotipo MLST que as cepas com o0 maior
nivel de compartiihamento de alelos sdo as cepas SONDYA e BOTRY presentes,
respectivamente em S. oryza8itophilussp, no que diz respeito aos loci gatB, coxA, hepA
ftsZ. As cepas Zsub e SP2 presentes, respectivamente em Z. subfasdcatserratus
compartilham o alelo 9 no locus gatB. Ja as cepas Ccep_B BJ e Ekue B presentes em C.
cephalonicae E. kuehniella, além da cepa SP2 compartilham o alelo 14 do locus coxA. Ja as
cepas wKueUSDA e Ekue_A presentes também em E. kuehniella compartilham o alelo 3 do
locus ftsZ. E por fim as cepas SP2, Ccep_B_BJ, BOTRY e Ekue_B compartilham o alelo 4 do
locus fopA. Por fim a cepa Tcon_B_BhAvill_ AK ndo compartilha nenhum alelo de MLST

com outras cepa citadas (Tabela 3).

J& em relacdo ao gendtipo WSP as cepas SONDYA e BOTRY compartiiham os
mesmos alelos, tendo portanto a mesma sequéncia do alelo do gene wsp. Zsub e SP2
compartilham o alelo 2 do locus HVR1; Zsub e Tcon_B_BhAvill_AK compartilham o alelo 3
do locus HVRS3; Zsub e SP2 compartilham o alelo 102 do locus HVR4. As cepas Ccep_B_BJ,
Ekue_B, wKueUSDA e Ekue_A ndo compartilham nenhum alelo de WSP (Tabela 4).

Nao ha também nenhum compartilhamento de alelos entre as cepas dos supergrupos A
e B em relacdo aos gendtipos MLST e WSP. Estes mesmo resultado para estas cepas poden
ser vislumbrados nas analises baysianas para cada um dos seis genes de Wolbachia (Figura:
13 a 18).
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Tabela 3 Perfil MLST de Cepas de Wolbachia presentes em Espécies Pragas de Graos Armazenados

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG* gatB COXA hcpA ftsZ fopA ST?
Z. subfasciatus (Zsub) - 9 Em submisséc 125 Em submisséao 180 Em submisséo
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 6 5 6 18 7 30
C. serratus (SP2) B 9 14 143 94 4 453
C. cephalonica (Ccep_B_BJ) B 39 14 40 36 4 41
S. oryzae (SONDYA) B 126 87 124 94 132 189
Sitophilus sp. (BOTRY) B 126 87 124 94 4 436
E. kuehniella (Ekue_B) B 16 14 19 23 4 20
E. kuehniella (wKueUSDA) A 54 59 68 3 67 92
E. kuehniella (Ekue_A) A 7 6 7 3 8 19

SG', Supergrupos de Wolbachiae podem ser classificados em A ou B; ST2, do inglés “sequence type”, trata-se do codigo numérico utilizado pelo site pubmist.org

cada combinagdo alélica Unica dos cinco genes basais de Wolbachia (gatB, cax&skcp fbpA) presentes em Wolbachia. Cada perfil alélico é por iskopeafil é
identificado pelas iniciais ST, seguido por um niimero. O mesmo ST podengmartiihado entre diferentes Cepas. Os nimeros em negrito indicam sslagelocus di
gatB coxA hcpA, ftsZefbpA e os ST que sdo compartilhados entre as cepas de Wolbachia.
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Tabela 4 Perfil WSP de Cepas de Wolbachia presentes em Espécies Pragas de Graos Armazenados

Organismo hospedeiro (Cepa de Wolbachia) Supergrupo WSP* HVR1** HVR2** HVR3** HVR4**

Z. subfasciatus (Zsub) - Em submisséao 2 Em submisséo 3 102
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 29 22 17 3 22
C. serratus (SP2) B 694 2 141 127 102
C. cephalonica (Ccep_B_BJ) B 10 10 8 10 8

S. oryzae (SONDYA) B 678 88 151 141 300
Sitophilus sp (BOTRY) B 678 88 151 141 300
E. kuehniella (Ekue_B) B 19 14 16 18 16
E. kuehniella (wWKueUSDA) A 83 51 55 15 57
E. kuehniella (Ekue_A) A 18 13 15 17 14

*wsp: Se refere ao respectivo nimero de identificagdo do perfil WSP, referaggaeawsp de Wolbachia para cada cepa bacteriana presente no banco de
site pubmilst.org.

*HVR1, HVR2, HVR3 e HVR4 refere-se ao niumero de identificacdo de cada asnquatro regides hivervaridveis da estrutura priméria da Proteina de Pa
Wolbachia (WSP) presente no banco de dados do site pubmist.org.

Os numeros em negrito indicam os alelos dos loci HVRs e WSP que sdo compartihiad as cepas de Wolbachia.
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3.1.7. Gendtipo MLST e WSP de cepas presentes na Ordem Coleoptera.

Os resultados mostraram em relacdo ao gendtipo MLST que as cepas Cobs_A_ Switz,
Cobs_A_USA e Cobs_A_Ger presentes em C. obstrictus (Marsham) apresentaram o mesmo
genotipo. As cepas SONDYA e BOTRY presentes, respectivamente em S.eo®jzgdhilus
sp. As cepas SONDYA e BOTRY presentes, respectivamente em S. er§zaphilus sp
compartilham os mesmos alelos nos loci gatikA, hcpAe ftsZ. A terceira situagdo com o
maior compartilhamento de de alelos entre cepas sdo as cepas Zsub e Lory B, presentes,
respectivamente, em Z. subfasciagus oryzophilus que compartilham os mesmo alelos nos
loci gatB, hcpAe fbpA. As cepas Calt_B e SP2 presentes, respectivamente, em C. aleernans
C. serratus compartilham os mesmos alelos nos loci gatB e coxA. A cepa Ocac_A wVvdO
presente em O. cacaliae compartilham o alelo 33 com as trés cepas presentes em C. obstrictus
(Marsham) no locus coxA e a cepa SP2 e BOTRY compartilham o alelo 4 presente no locus
fopA. E por fim as cepas Tcon_B_BhAvill_AK, Aspa_A presente, respectivamente em T.
confusume A. sparsa, além da cepa A_CobbStaph ndo compartilham alelos com nem entre

ela e com nenhuma cepa presente na Ordem Coleoptera.

Ja em relacdo ao gendtipo WSP as cepas SONDYA e BOTRY compartilham os
mesmos alelos, tendo portanto a mesma sequéncia do alelo do gene wsp. As cepas
Cobs_A_Ger e A_CobbStaph compartilham os mesmo alelos para os loci HVYR1 e HVR2 e as
cepas Cobs_A Switz e Cobs_A_Ger compartilham os mesmos alelos para os loci HVR3 e
HVR4. As cepas Cobs A Ger e A CobbStaph compartiham o alelo 52 com a cepa
Cobs_A_USA no locus HVR1. Zsub e SP2 compartilham os mesmos alelos nos loci HVR1 e
HVR4. A cepa Zsub e Tcon_B_ BhAvill AK compartiliham o alelo 3 em relagcdo ao locus
HVR3. Por fim, as cepas Calt_B, Aspa_A e Ocac_A_ wVdO nao compartilha nenhum alelo de

WSP com outras cepas presentes na Ordem Coleoptera.

N&o ha também nenhum compartilhamento de alelos entre as cepas dos supergrupos A
e B em relacdo aos genotipos MLST e WSP. Estes mesmo resultado para estas cepas poden
ser vislumbrados nas analises baysianas para cada um dos seis genes de Wolbachia (Figura:
13 a 18).
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Tabela 5.Perfil MLST de Cepas de Wolbachia presentes em Espécies da Ordem Coleoptera

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' gatB COXA hcpA ftsZ fopA ST?

9 Em submissac 125 Em submissaa 180 Em submissaa

Z. subfasciatus (Zsub)

L. oryzophilus (Lory_B) B 9 105 125 95 180 188
C. alternans (Calt_B) B 9 14 15 12 14 7

C. serratus (SP2) B 9 14 143 94 4 453
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 6 5 6 18 7 30
S. oryzae (SONDYA) B 126 87 124 94 132 189
Sitophilus sp (BOTRY) B 126 87 124 94 4 436
A sparsa (Aspa_A) A 23 2 26 21 26 5

O. cacaliae (Ocac_A_wVdO) A 214 33 42 32 36 375
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A 60 62 65 54 64 94
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz) A 32 33 42 32 122 348
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA) A 32 33 42 32 122 348
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) A 32 33 42 32 122 348

SG', Supergrupos de Wolbachiae podem ser classificados em A ou B; ST2, do inglés “sequence type”, trata-se do codigo numérico utilizado pelo site pubmlst.org

cada combinacao alélica Unica dos cinco genes basais de Wolbachia (gatB, céxA&tstcp fopA) presentes em Wolbachia. Cada perfil alélico é por issopefil é
identificado pelas iniciais ST, seguido por um niimero. O mesmo ST podEngmartiihado entre diferentes Cepas. Os nimeros em negrito indicam sslagelocus di
gatB coxA hcpA, ftsZefopAe os ST que sdo compartilhados entre as cepas de Wolbachia.
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Tabela 6 Perfil WSP de Cepas de Wolbachia presentes em Espécies da Ordem Coleoptera

Organismo hospedeiro (Cepa de Wolbachia) Supergrupo WSP* HVR1** HVR2** HVR3** HVR4**
Z. subfasciatus (Zsub) - Em submisséc 2 Em submisséo 3 102
L. oryzophilus (Lory_B) B 288 121 138 129 107
C. alternans (Calt_B) B 8 7 7 8 7
C. serratus (SP2) B 694 2 141 127 102
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 29 22 17 3 22
S. oryzae (SONDYA) B 678 88 151 141 300
Sitophilus sp (BOTRY) B 678 88 151 141 300
A sparsa (Aspa_A) A 5 4 4 5 4
O. cacaliae (Ocac_A_wVdO) A 666 229 263 260 293
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A 86 52 57 59 59
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz) A 311 53 145 39 18
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA) A 587 52 28 110 241
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) A 586 52 57 39 18

*wsp: Se refere ao respectivo nimero de identificacdo do perfil WSP, refacegéme wsp de Wolbachia para cada cepa bacteriana presente no banco de

site pubmist.org.

*HVR1, HVR2, HVR3 e HVR4 refere-se ao nimero de identificacdo de cada umaatas mpgides hivervariaveis da estrutura primaria da Proteina de Par

Wolbachia (WSP) presente no banco de dados do site pulmlst.o

Os numeros em negrito indicam os alelos dos loci HVRs e WSP que sdo compartihize as cepas de Wolbachia.
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3.1.8. Ultimas observacdes nas cepas de Wolbachia andlisadas.

Fazendo uma comparacao entre os perfis da cepa Ekue_A presente em E. kaehniella
da cepa Ach_A wCh3 presente em A. chilonis, pode-se perceber uma grande similaridade
entre os genotipos MLST (Tabela 7) e WSP (Tabela 8) de ambas, exceto por diferencas nos
loci de ftsZ e de HVR1. E mesmo em termos de HVR1, a diferenca se d& apenas pela troca de
um aminoacido de Fenilalanina por um de Lisina na posi¢cao 34 da sequéncia de WSP (Figura
19).

Em relagéo as trés cepas presentes em C. obstrictus (Marsham) (Ordem Coleoptera),
estas além de terem uma grande semelhanca como j& descrito acima (Tabela 5 e 6), elas
compartilham alelos com vérias cepas presentes em grupos taxonémicos distintos em relacéo
ao genotipo MLST: a cepa Aeme_A LWS5 presente em A emertoni (Filo Arachnida, Ordem
Araneae) compartilha com elas os mesmo alelos dos loci gatB, ftsZ, fbpA; a cepa Focc_A
presente em F. occulta (Ordem Hymenoptera) compartilha com elas os alelos dos loci gatB,
hcpA e ftsZ; a cepa Ocac_A_wVdO presente em O. cacaliae (Ordem Coleoptera) compartilha
com elas os alelos dos loci coxA, hcpA, ftsZ e fbpA (Tabela 7). J& em relacdo ao gendtipo
WSP: Cobs_A USA e Cobs_A_Ger compatrtilha o alelo 52 no locus HVR1; Aeme_A LW5 e
Focc_A compartilham o alelo 28 no locus HVR1 e o alelo 31 no locus HVR2; e as cepas
Cobs_A_Switz, Cobs_A_Ger e Focc_A compartilham o alelo 39 no locus HVR3 e o alelo 18
no locus HVR4. A cepa Ocac_A wVdO nao compartilha nenhum dos quatro alelos HVRs

com nenhuma das cepas citadas neste topico (Tabela 8).
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Tabela 7. Perfil MLST das cepas presentes em E. kuehni@llahilonis C. obstrictus (Marshamj\ emertonj F. occulta O. cacaliae

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' gatB COXA hcpA ftsZ fopA ST?
E. kuehniella (Ekue_A) A 7 6 7 3 8 19
A chilonis (Ach_A_wCh3) A 7 6 7 138 8 261
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz) A 32 33 42 32 122 348
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA) A 32 33 42 32 122 348
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) A 32 33 42 32 122 348
A emertoni (Aeme_A_LW5) A 32 34 39 32 36 68
F. occulta(Focc_A) A 32 39 42 32 44 43
O. cacaliae (Ocac_A_wVdO) A 214 33 42 32 36 375

SG, Supergrupos de Wolbachijae podem ser classificados em A ou B; ST2, do inglés “sequence type”, trata-se do codigo numérico utilizado pelo site pubmlst.org

cada combinagdo alélica Unica dos cinco genes basais de Wolbachia (gatB, caxA&shcp fbpA) presentes em Wolbachia. Cada perfil alélico é por iskopeafil é
identificado pelas iniciais ST, seguido por um niimero. O mesmo ST podangmartiihado entre diferentes Cepas. Os nimeros em negrito indicam sslagelocus di
gatB coxA hcpA, ftsZefopAe os ST que sdo compartilhados entre as cepas de Wolbachia.
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Tabela 8 Perfil MLST das cepas presentes em E. kuehni@llahilonis C. obstrictus (Marshamj\ emertonj F. occulta O. cacaliae

Organismo hospedeiro (Cepa de Wolbachia) Supergrupo WSP* HVR1** HVR2** HVR3** HVR4**
E. kuehniella (Ekue_A) A 18 13 15 17 14
A chilonis (Ach_A_ wCh3) A 594 210 15 17 14
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz) A 311 53 145 39 18
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA) A 587 52 28 110 241
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) A 586 52 57 39 18
A emertoni (Aeme_A_LWS5) A 41 28 31 34 32
F. occulta(Focc_A) A 47 28 31 39 18
O. cacaliae (Ocac_A_wVdO) A 666 229 263 260 293

*wsp: Se refere ao respectivo nimero de identificacdo do perfil WSP, refacegéme wsp de Wolbachia para cada cepa bacteriana presente no banco de
site pubmist.org.

*HVR1, HVR2, HVR3 e HVR4 refere-se ao nimero de identificacdo de cada umaatas mpgides hivervariaveis da estrutura primaria da Proteina de Par
Wolbachia (WSP) presente no banco de dados do site pubmlst.org.

Os numeros em negrito indicam os alelos dos loci HVRs e WSP que sdo compartihiad as cepas de Wolbachia.
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3.2. Estudo Filogeogréafico em Zabrotes subfasciatus.

3.2.1. Gene mitocondrial COI

3.2.1.1. Alinhamento

Do banco de dados Z1(n=60 e 749 pb), 46 foram obtidas do Brasil, 8 do Peru e 6 do
México (obtidas via GenBank). Foram encontrados sete haplétipos entre as sequéncias
analisadas para o gene COI. As sequéncias diferem entre si por 119 sitios polimérficos que na
figura 19 estdo dispostos em relagdo ao haplétipo 1, utilizado como referéncia. O haplotipo 1
possui a maior frequéncia ao passo que o 7 a menor. Os haplétipos 2 e 7 sdo 0s que mais
possuem sitios em comum com o haplotipo 1. O haplotipo 7 difere do haplétipo 2 por apenas
1 sitio de mutagcdo na posi¢cdo 35 do alinhamento. Os haplétipos 3 e 6 apresentaram muitos
sitios em comum, incluindo a presenca de gaps, se diferenciando entre si por apenas duas
bases na posicdo 347 e 455 do alinhamento. Os haplotipos 4 e 5 possuem muitos sitios em
comum, se diferenciando apenas por duas substituicbes de base na posicdo 39 e 675 do

alinhamento. (Figura 19)

Fazendo uma reconstrucao in silico, em nivel de aminoacido das 60 sequéncias de COI
foi gerado um alinhamento de aminoacido com 249 aminoé&cidos. Foi observado que os gaps
presentes nos haplétipos 3 e 6 sdo resultantes da delecdo de sete aminoacidos entre as
posicdes 181 e 189 e da delecdo de dois aminoacidos na posicdo 189 e 192 da sequéncia
(Figura 20).
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Figura 21. Alinhamento a nivel de DNA de 60 sequéncias de COI de Z. subfasciateser@ando apenas os
sitios polimérficos e definindo sete haplétipos. Cada fragmento48rply. Os pontos indicam similaridade com
0 haplotipo 1. Os numeros indicam a posigdo do sitio nucleotidico, considerhagdtipo 1 como referéncia.
H indica o haplétipo e # o nimero de individuos que apresenta cada haplétipo.
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[ 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 138]

[ * * * * * * * * * * * * * *]
1 39 ISHIISQESGKGEAFGTLGMIYAMMAIGLLGFVVWAHHMFTVGMDVDTRAYFTSATMIIAVPTGIKVFSWMATFHGTQILYKPVTLWALGFVFLFTVGGLTGVILANSSIDIVLHDTYYVVAHFHYVLSMGAVFAIMA
2 05 e 0
2 P
3 5 Y e e e e e e e e e P T.o..... T
6 2 Y e e e e e e e e e e e P R T.oo.... T
T Toveenn..
5T T Teveenn..
H #

[140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 ]

[ * * * * * * * * * * * ]
1 39 GIIQWFPLFTGLTLNDYYLKIQFFMMFIGVNVTFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAFMIWNIISSIGSMISLVSIIFFLFILWEAFSMQRKSISSLSMTTSIEWLQHQPPAE
2 TP
/5
T T M-——————- B € L =
6 2 ... S, M-———————, —— .G.T. Y2 =
T S Y.o....
L5 T A Y.o....

Figura 22. Alinhamento a nivel de aminoacido de 60 sequéncias de parte da protgeraeduitocondrial COIl de Z. subfasciatus com 249 aminoacidos. Esténcagu
foram reconstruidas in silico a partir de suas respectivas sequéncias deeDMA pb. Os pontos indicam a similaridade a nivel de aminoacido tapldipo 1. Os
ndmeros e asteriscos delimitam a posi¢do dos sitios de aminoacido, codsidetplétipo 1 como referéncia. H indica o haplétipo e # o nimero dédinbvque
apresenta cada haplétipo.
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3.2.1.2. Andlise Filogenética Bayesiana de COI

A arvore apresentou probabilidade a posteriori acima de 90% para a maioria dos nos,
0 que demonstra que a arvore possui um bom suporte. Os individuos se agruparam em trés
grupos principais distinguidos pelas cores azul, verde e vermelha. J4 as cores dos cédigos nas
pontas dos ramos estdo levando em conta a localidade geografica de cada amostra (Figura 21).

Observa-se que a maior parte dos individuos do Brasil analisados compde o sub-
agrupamento H1. Os individuos GAR3 e GARS8 do Brasil se agruparam com individuos da
populacdo mexicana no subagrupamento H4. Ja PRU14 do Peru se agrupou no subagrupo H2
do qual é constuido majoritariamente por individuos do Brasil. O subagrupamento H5 é
constituido apenas para individuos de localidades mexicanas. JA 0 grupo constituido por
ramos vermelhos € composto apenas por invividuos do Peru. E por fim, o individuo IPA27,
embora esteja no grupo de ramos azuis, ndo esta agrupado com nenhum individuo do

subagrupo H1, e nem com o H2 (Figura 21).
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Figura 23. Filogenia Bayesiana sem raiz resultante do alinhamento de 60 acess@® b do gene
mitocondrial COI de Z. subfasciatus. . O comprimento dos ramde$einhado em escala e a confiabilidade dos
nés é expressa em probabilidade posterior (%), quando maior que 90%raAdbagscala corresponde ao
nimero esperado de substituicdo por sitio. Os codigos presentes nas eardda damo correspondem aos
acessos presentes na tabela 1. As cores de cada cddigo correspondem aos rgmieetvde origem dos
acessos: azul, Brasil; verde, México; vermelho, Peru. As cores azul, verde elha&edns ramos servem para
distinguir os trés agrupamentos principais que constituem a arvore
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3.2.1.3. Andlise da Rede de Haplétipos de COI

Nesta rede foram formados trés haplogrupos principais denominados A, B e C, sendo
gue A é formado pelos haplétipos 1, 2 e 3; B pelos haplotipos 4 e 5; e C pelos haplétipos 3 e 6
(Figura 22).

O haplétipo 1 foi o haplétipo predominante no Brasil. Os haplétipos 1 e 7 mostraram
serem exclusivos das populacdes brasileiras analisadas. O haplétipo 2 é compartilhado pelas
populacdes do Brasil e Peru ao passo que o haplétipo 4 € compartilhado por Brasil e México
(Figura 22)

Os haplétipos 3 e 6 sd@o exclusivos das populacao peruana, ao passo que o haplétipo 5

€ exclusivo da populacdo mexicana (Figura 22).

O haplogrupo constituido pelos haplétipos 1, 2 e 7 se diferem dos haplétipos 4 e 5 por
55 passos de mutacdo. Ja o haplogrupo dos haplétipos 4 e 5, se difere do haplogrupo dos
haplétipos 3 e 6 por 71 passos de mutacdo (Figura 22).

E importante destacar que os membros de cada sub-agrupamento na arvore bayesiana
de COI acima (Figura 21) possuem o mesmo haplétipo (Figura 22): O haplotipo 1, haplétipo
2, haplétipo 3, haplétipo 4, haplétipo 5, haplétipesa presente em todos individuos que
formam, respectivamente, os subagrupos H1, H2, H3, H4, H5 E H6. E por fim o haplétipo 7 é
exclusivo do individuo IPA 27. Por essa l6gica os grupos constituidos pelos ramos em azul,
verde e vermelho da arvore (figura 21) correspondem, respectivamente aos individuos que

fazem parte do haplogrupo A, B e C (figura 22).
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55 Passos 71 Passos

B Brasil
BEPeru
BOMéxico

Figura 24. Rede de haplétipos do gene mitocondrial COlI em Z. subfasciatus gesldprograma Network. Na rede, os circulos representam os haplétige®lde
(identificado com numero); o tamanho dos circulos € proporcional a frequélatiaa de cada haplétipo. Cada uma das letras (A, B, C) representa um upapldds
nameros de substituicGes estédo indicados com barras e nimeros sobre asdifzhesr Ga figura representa o pais de origem
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3.2.1.4. Distribuicdo geografica dos haplétipos de COI.

A distribuicéo dos haplotipos foi dividida entre Brasil, Peru e México (Figura 23).

Percebe-se que em termos de América do Sul (mais especificamente Brasil) o
haplotipo 1 é o mais bem distribuido e predominante em todas as populacbes brasileiras
analisadas. O haplétipo 2 é compartilhado com as popula¢fes de Brasilia-DF, Ipatinga-MG no
Brasil e de Huaraz no Peru. O haplétipo 4 é compartilhado pelas populacées de Garanhuns-PE

no Brasil e as populacdes de Tlayecapan, Manilalco e Tilapa no México (Figura 23).

O haplétipos 3 e 6 sdo exclusivos da populagdo de Huaraz no Peru e os haplétipo 5 é
exclusivo das populacdes de Elalillal, Youtepec e San Juan Bosco no México (Figura 23).
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IPA: Ipatinga-MG, Brasil
SAG: Santo Antdnio de Goias-GO, Brasil
TER: Teresina-Pl, Brasil
GAR: Garanhuns-PE, Brasil
MAC: Maceio-AL, Brasil
ECU: Euclides da Cunha-BA, Brasil
UNAI: Unai-MG, Brasil
JAB: Jabotical-SP, Brasil
BJE: Bom Jesus-Pl, Brasil
RBR: Rio Branco-AC, Brasil
BRA: Brasilia-DF, Brasil
PRU: Huaraz, Peru
ELA: Elabillal, México
YAU: Yautepec, México

A 5.JB: San Juan Bosco, México

AY CLNY: Malinalco, México

% OCM: Tilapa, México
B JE\.TU—'\. Tlayecapan, México

\ TER

CLNY

B Brasil
@ Peru
O Mexico

Figura 25. Distribuicdo geografica dos haplétipos do gene mitocondrial COI de Z. sigltfess Os nimeros no mapa sao referéncias ao haplétipo de cada populacéo. As
cores dos circulos correspondem aos respectivos paises dos haplétipos: azul r8ngsilMéxico; vermelho, Peru
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3.2.1.5. Andlise de neutralidade e expansao demografica para COI

Em relacdo ao total das sequéncias das populacdes analisadas, COIl apresentou a
diversidade haplotipica de 0,56, diversidade nucleotidica de 0,037, o niamero médio de
diferencas nucleotidicas foi de 26,88 e o numero de sitios polimérficos foi de 92. J& em
relagdo apenas as amostras do Brasil, a diversidade haplotipica foi de 0,28, a diversidade
nucleotidica de 0,01 e o numero médio de diferencas nucleotidicas de 6,55 e o niumero de
sitios polimorficos foi de 63 (Tabela 9).

Em relagcdo a andlise de Fs, percebeu-se que tanto as analises de todas as populactes
quanto as do Brasil revelaram valores positivos e significativos, como provavel resultado da
deficiéncia de alelos (Tabela 9). A analise do teste de Tajima em nivel de Brasil acusou valor
negativo e significativo o que indica um excesso de polimorfismo de baixa frequéncia em
relacdo ao esperado (Tabela 9). O valor de R2 foi significativo em nivel de Brasil (Tabela 3).
Os valores destes trés parametros, no que diz respeito as populacdes do Brasil, sdo um indicio

da ocorréncia de efeito gargalo.

Tabela 9.Medidas de diversidade nucleotidica, testes estatisticos de neutralidade e mudanca oc
populacional para a subunidade | do citocromo ¢ (COI) de Z. subfasciatus.

col
Anélised Total Brasil
H 60 (7) 46 (4)
Hd 5,6 x 10" 2,8 x 10"
Pi 3,7 x 10 1,0 x 10
K 2,69 x 10 6,55 x 16
S 92 63
Tajima’s D 1,2 x 16 (9,2 x10Y -1,92 x 16 (8,0 x 10%)**
Fu’s Fs 3,25 x 10 (1,0 x 1G)x*+ 1,18 x 10 (1,0 x 16)***
Ramos Onsins and Rosas’s R2 1,5 x 10" (9,4 x 10" 5,0 x 107 (1,2 x 10°)**

'H, tamanho amostral (nimero de haplétipos); Hd, diversidade haplotipica; Psidfider nucleotidice
K, nimero médio de diferencas nucleotidicas; S, nimero de sitios polimorficos.

**P<0,05

***P<0,01

****P<0,001
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3.2.2. Regiao ITS2

3.2.2.1. Alinhamento

ApGs alinhar as sequéncias, o banco de dados ficou constituido por 39 acessos, com
504 pb cada uma. Entre essas 39, 34 foram obtidas do Brasil, 5 do Peru. Foram encontrados
sete haplétipos entre as sequéncias analisadas para a ITS2. As sequéncias diferem entre si po
cinco sitios polimorficos que na Figura 24 estéo dispostos em relacéo ao haplétipo 1, utilizado
como referéncia. O hapl6tipo 1 possui a maior frequéncia ao passo que o 7 a menor. Os
haplétipos 5 e 7 sdo o que apresentam mais sitios em comum com o haplétipo 1 (Figura 24).

33444
13129
12874

TATAC
G.CC.
G.CCT

o WwWN T
s U1 oy O) 00O

Figura 26. Alinhamento em nivel de DNA de 39 sequéncias ITS2 de Z. subfasaatesentando apenas os
cinco sitios polimérficos e definindo sete haplétipos. Cada fragmento5@&mpb. Os pontos indicam
similaridade com o haplétipo 1. Os nameros indicam a posicéo do sitio nucleatfdismlerando o haplétipo 1
como referéncia. H indica o haplétipo e # o nimero de individuos que dpreaséa haplotipo.

3.2.2.2. Andlise Filogenética Bayesiana de ITS2

A arvore apresentou probabilidade a posteriori acima de 90% para todos os nés o que
Ihe d& um bom suporte. Percebeu-se que os individuos ndo se agrupam respeitando as suas

respectivas localizacdes geograficas (Figura 25).

O fato do individuo DOR3 da Colombia no agrupamento H5 e os individuos PRU1,
PRU4, PRU7, PRU8 e PRU9 do Peru no agrupamento H3 se agruparam com individuos de

populacdes brasileiras (Figura 25).
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Figura 27. Filogenia Bayesiana sem raiz, resultante do alinhamento de 39 acessoptalad4gido ITS2 do
gene nuclear 5,8S de Z. subfasciatus. . O comprimento dos fgirdesenhado em escala e a confiabilidade dos
ndés € expressa em probabilidade posterior (%), quando maior que 90%raAdbagscala corresponde ao
namero esperado de substituicdo por sitio. Os cédigos presentes nas pardgda damo correspondem aos
acessos presentes na tabela 1. As cores de cada codigo correspondem aos rgmgsetvds origem dos
acessos: azul, Brasil; verde, Colombia; vermelho, Peru.
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3.2.2.3. Andlise da Rede de Hapldtipos de ITS2

Nessa rede nao foi formado haplogrupos distintos entre os haplétipos, de modo que
eles se separam apenas por poucos passos mutacionais. Os haplétipos 1, 2, 4, 6 e 7 Sac
exclusivos de populacdes brasileiras. As populacdes do Brasil e Peru compartilham o
haplétipo 3 ao passo que Coldémbia e Brasil compartilham o haplétipo 5 (Figura 26).

E importante destacar que os membros de cada agrupamento na arvore bayesiana de
ITS2 anterior (Figur25) possuem o mesmo haplétipo (Figura 26). Assim, o haplotipo 1,
haplotipo 2, haplétipo 3, haplétipo 4, haplétipo 5, haplotipo 6 esta presente em todos
individuos que formam, respectivamente, os grupos H1, H2, H3, H4, H5 E H6. J& o hapldtipo

7 é exclusivo do individuo JABA4.
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B Brasil

@ Peru
W Coldmbia

Figura 28. Rede de haplétipos da regiao de ITS2 do gene nuclear 5,8 S em Zcisbfagerado pelo programa Network. Na rede, os circulos represeritapidtipos de
ITS2 (identificado com nimero); o tamanho dos circulos é proporaofmafjuéncia relativa de cada haplétipo. Os ndmeros de substituicBes estao ircticadasras e
ndmeros sobre as linhas. Cada cor na figura representa um pais.
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3.2.2.4. Distribuicdo geografica dos haploétipos de ITS2.

A analise da distribuicdo geografica de ITS2 ficou restrita a América do Sul. Percebe-
se um grande compartilhamento de haplétipos entre as populagdes no geral, o que € um
indicio de um consideravel fluxo génico entre elas. O haplétipo 1 € compartilhado pelas
populacdes de Santo Antbnio de Goias-GO, Teresina-Pl, Garanhuns-PE, Euclides da Cunha-
BA, Ipatinga-MG e Unai-MG. O haplétipo 2 é compartilhado pelas populacdes de Santo
Antonio de Goias-GO Brasilia-DF, Macei6-AL e Rio Branco-AC. O haplotipo 3 é
compartilhado entre as populagbes de Huaraz no Peru e a de Garanhuns no Brasil. O
haplotipo 4 € compartilhado pela populacées de Santo Anténio de Goids-GO, Garanhuns-PE e
Jaboticabal-SP. O haplétipo 5 é compartilhado pelas populacdes de Jaboticabal-SP e Unai-
MG do Brasil e a populacdo de Calima ElI Déarien da Colombia. O haplétipo 6 €
compartilhado pelas populacdes de Brasilia-DF e Teresina-Pl. O haplétipo 7 € exclusivo da
populacao de Jaboticabal-SP (Figura 21).

85



IPA: Ipatinga-MG, Brasil
SAG SAG: Santo Anténio de Goias-GO, Brasil
TER: Teresina-Pl, Brasil
GAR: Garanhuns-PE, Brasil
MAC: Maceio-AL, Brasil
ECU: Euclides da Cunha-BA, Brasil
UNAI: Unai-MG, Brasil
JAB: Jabotical-SP, Brasil
RBR: Rio Branco-AC, Brasil
BRA: Brasilia-DF, Brasil
PRU: Huaraz, Peru
DOR: Calima El Darién, Colombia

DOR

A Brasil
@ Peru
B Coldmbia

Figura 29. Distribuicdo geografica da regido ITS2 do gene nuclear 5,8S de Z. sutofss@ia nUmeros no mapa sao referéncias ao haplétipo de cada populaggiiesAs
dos circulos correspondem aos respectivos paises dos haplotipos: azul, BrasiCeembia; vermelho, Peru.
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3.2.2.5. Andlise de neutralidade e expansao demografica para ITS2

Em relacdo ao total das sequéncias das populacbes analisadas, ITS2 apresentou a
diversidade haplotipica de 8,5 x 1 @iversidade nucleotidica 3,95 x 16 o nimero médio
de diferencas nucleotidicas foi de 1,99 X. 11& em relacdo apenas as amostras do Brasil, a
diversidade haplotipica foi de 8,4 x10a diversidade nucleotidica 3,58 x>16 o nimero
médio de diferencas nucleotidicas de 1,8%(T@bela 10).

A andlise de Tajima, no que diz respeito a todas as populacdes amostradas gerou um
valor positivo e significativo, o que significa baixos niveis de polimorfismo de alta e baixa
frequéncia o que pode indicar sele¢cao balanceadora ou decréscimo no tamanho populacional.

Os demais valores para a amostragem total foram n&o significativos (Tabela 10).

No que diz respeito ao Brasil, foram gerados valores ndo significativos para todos os
parametros (Tajima, Fs e R2), o que evidencia que as sequéncias estdo evoluindo em
neutralidade e sem mudancas no tamanho populacional (Tabela 10).

Tabela 10. Medidas de diversidade nucleotidica, testes estatisticos de neutralidade e mud
tamanho populacional para a regiéo ITS2 do gene 5,8S de Z. subfasciatus.

ITS2
Andlised Total Brasil
H 39 (7) 34 (7)
Hd 8,5 x 10" 8,4 x 10"
Pi 3,95x 10° 3,58 x 1¢°
K 1,99 x 18 1,8 x 10
S 5 5
Tajima’s D 1,75 (9,6 x 10)* 1,25 (8,8 x 10)
Fu’s Fs -5,0 x 107 (5,1 x 10" -5,8 x 10" (3,6 x 10)
Ramos Onsinsnd Rosas’s R2 2,0 x 10" (9,4 x 10Y) 1,8 x 10" (8,6 x 10"

'H, tamanho amostral (nimero de haplétipos); Hd, diversidade haplotipica; Risidade
nucleotidica; K, nimero médio de diferencas nucleotidicas; S, nUmero de sitiosfamsnor
*P<0,01
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4. DISCUSSAO

4.1. Dispersédo da cepa Zsub de Wolbachia por meio de Z. subfasciatus.

As analises realizadas quanto a presenca e auséncia de Wolbachia mostraram que esta
bactéria esta amplamente distribuida em populac¢des de Z. subfasciatus em relagcdo a Ameérica
do Sul. Ja as analises das sequéncias dos seis genes de Wolbachia (gatB, coxA, hcpA, ftsZ,
fopAewsp) presentes em individuos de Z. subfasciastus oriundos de Ipatinga-MG e Teresina-
Pl no Brasil, Huaraz (Peru) e Calima EIl Darién (Coldmbia) constataram que se trata de uma
mesma cepa do qual pode ser denominada de Zsub. Devido ao fato desta cepa estar localizade
em regifes geograficas muitos distantes pode ser um indicio de que ela seja majoritaria em
populacdes de Z. subfasciatus em relacdo a América do Sul. Ndo se sabe se a distribuicdo
atual dessa cepa se deve unicamente a dispersdo de Z. subfasciatus no Brasil e América do Su
ou se ela foi introduzida mais recentemente por meio de uma nova chegada de Z. subfasciatus

infectados por esta cepa de Wolbachia.

A principio poderia se atribuir a baixa diversidade de haplétipos do Brasil a
incompatibilidade ciplasmatica (YA et al., 2011) e a hip6tese de Shoemarker et al. (2004) de
gue Wolbachia pode fazer com que o DNA mitocondrial sofra diferentes efeitos relacionados
a infeccdo que acabariam por mascarar sua capacidade de informacdo. Entre esses efeitos
estaria: a diminuicdo da variabilidade intraespecifica: quando um individuo infectado migra
para uma populacdo nédo infectada, a linhagem de Wolbachia se espalha e acaba
homogeneizando os hapl6tipos mitocondriais entre as duas populaces devido a hitchhiking
aumento nos niveis de estruturacdo populacional: quando a selecao natural mantém diferentes
simbiontes em diferentes populacfes, apesar da migracao entre elas. Entretanto, essa hipétese
apresenta pouca sustentacdo pelo fato do individuos analisados da populacdo de Huaraz no
Peru estarem provavelmente infectados pela mesma linhagem de Wolbachia e apresentarem
um haplogrupo completamente diferente em relagdo ao que predomina no Brasil, tendo um
certo compartilhamento de haplétipos entre algumas popula¢des do Brasil com a peruana.
Muller et al. (2012), por exemplo, mostraram que n&o ha sinais claros de que a infeccéo
recente por Wolbachia em D. willistoni tenha diminuido os niveis de diversidade no DNA
mitocondrial. E muito mais provavel que essa diferencas dos haplogrupos mitoconcriais entre

a populacdo de peruana de Huaraz e as do Brasil se deva a outros fatores como eventos
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demograficos de efeito gargalo e expansdes populacionais do que algum efeito provocado por
Wolbachia.

4.2. Relacéo filogenética das cepds Wolbachia sp.

Tanto a analise bayesiana particionada realizadas no banco de dados W7, quanto as
analises individuais realizadas no banco de dados W1, W2, W3 e W5 constataram que a cepa
Lory B presente em. oryzophilus € a mais proxima em termos filogenéticos em relacéo a
cepa Zsub presente em Z. subfasciatus, sendo que a espécie hospedeira de ambas pertencem
ordem Coleoptera. A espédieoryzophilus que ataca plantacbes de arroz. Gorgulhos adultos
dessa praga mastigam a epiderme da folha, deixando marcas longitudinais sobre a superficie.
Um grande dano econbémico ocorre através da larva, quando esta organismo se alimenta da
raiz, levando a queda da absorcao de nutrientes, perfilhamento, nimero de graos e peso. As
plantas infestadas apresentam nanismo amarelado e retardo no amadurecimento da planta o
que reduz a produtividade. A espécie é nativa da parte norte dos EUA e se dispersou e se
estabeleceu na regi&o sul deste pais desde 1959. Depois migrou para varios paises da Asiz
(Jap3o, China, India, Koréia do Norte e Koréia do Sul) desde 1976 e na Europa (ltélia) desde
2004 (SHANG-WEI et al., 2017). Apesar dessa espécie ndo atacar graos armazenados como
Z. subfasciatus, em certas situacdes, apos a colheita, adultos ja foram identificados no meio
dos gréos, antes da moagem ou proximo de locais de armazenamento (LUPI et al., 2015). Isso

talvez explicaria o compartilhamento de alelos entre as cepas Zsub e Lory B.

Além desta cepa, Zsub compartiiha alelos com as cepas Calt B, SP2 e
Tcon_B_BhAvill_AK, presentes, respectivamente em C. alternans, C. sereailils
confusum. As espécies C. serramd. confusum também sdo espécies pragas de graos
armazenados e de distribuicdo cosmopolita como Z. subfasciatus (ALABI et al., 2008;
NDONG et al.,, 2011). Ja C. alternans € uma espécie que habita regides de lacuna entre
florestas como beira de estradas, areas de pasto e zonas transicionais areas degradadas el
floresta secundaria, onde a iluminacdo € abundante. Sua larva nos estagios iniciais se alimenta
da face ventral da folha durante todo o tempo. Nos estagios posteriores, se alimenta da face
dorsal, permanecendo o tempo todo na planta hospedeira. Os individuos sdo encontrados com
abundancia, onde as plantas hospedeiras persistem por muitos anos. Sua ocorréncia é
apontada em Costa Rica, Panama, Republica Dominicana, Colombia, Venezuela e norte do
Brasil. (MORRISON e WINDSOR, 2017).
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As andlises bayesianas realizadas nasegfls constataram que muitas delas ndo se
agruparam respeitando a relacéo filogenética de seus respectivos hospedeiros. Até mesmo
outras cepas presentes na ordem coledptera acabaram se agrupando com cepas presentes e
grupos taxondémicos distintos. Este foi 0 caso das cepas presentes em E. furuhashii, T. urticae,
M. fascifrons, |. persulcatus, H. horticola e as cepas wWaspb (cujo hospedeiro é um
hymenoptera) e B_NY_Chloro150737B (cujo hospedeiro € um diptera). A principal causa

para isso estaria ligada provavelmente a transmisséo horizontal.

No caso de E. furuhashii € preciso dizer que esta espécie é um dos principais
parasitoides de ninfas no sul da China (QIU et al., 2005) (LI et al., 2011). Ahmed et al.
(2015) comprovou por meio de andlise de FISH (Hibridizagdo de Fluorecéncia In Situ) e de
analise de MLST a transferéncia horizontal da cepa Asiall7 presente na ninfa de B. tabaci

para as larvas de E. furuhashii, quando esta ultima infesta as ninfas e se alimenta delas.

Hyposoter horticola € também uma espécie parasitoide, que no caso parasita
especificamente a borboleta Melitaea cinxia. A presenca de Wolbachia foi detectada pela
primeira vez em H. horticola por Duplouy et al. (2015) que analisou amostras das ilhas Aland
na Finlandia e Ahmed et al. (2016) constatou por meio da analise de MLST a trenesferé

horizontal de Wolbachia entre espécies de Lepidoptera (entre elas M).cinxia

A cepa wWaspb foi detectada em uma espécie ndo identificada de vespa da familia
Dryinidae (ZHANG et al., 2013). Esta familia € também constituida por espécies parasitoides
(GODFRAY, 2016). Noda et al. (2001), ao analisar as sequéncia de alguns genes de
Wolbachia presentes em espécies de gafanhoto e em seus respectivos parasitoides da familic
Dryinidae, concluiu ser possivel a transferéncia horizontal de Wolbachia entre espécies por
meio do parasitismo destas vespas.

No caso da cepa B_NY_Chloro150737B pertencente a familia dos Chloropidae foi
detectada por Stahlhut et al. (2010). Segundo Gillung e Borkent (2017), as larvas dessa
espécie tém um habito parasitoide ou até mesmo predatério de ovos de aranha e algumas
espécies sdo aparentemente oportunistas, parasitando uma variedade de hospedeiros de
diferentes espécies ou até mesmo ordens, incluindo casulos de lepiddptera ou ootecas de
louva-a-deus. E possivel que esta cepa de Wolbachia tenha sido transferida para algum

individuo desta espécie desconhecida por meio deste mesmo processo de parasitismo.

Segundo Li et al. (2017), uma outra forma de transmissdo horizontal de bactérias

endossimbiontes seria por meio do intermédio de uma planta que sofra herbivoria. No caso
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seria a transmissao de Wolbachia de uma B. tabaci contaminada com Wolbachia para uma B.
tabaci ndo contaminada, via planta atacada como intermediaria. Apés a herbivoria, as cepas
de Wolbachia foram visualizadas tanto no vaso de floema e nos tecidos de reserva por
hibridizacdo fluorescente in situ usando sondas especificas de Wolbachia do gene 16S. Foi
relatado que as cepas permaneceram na planta infectada por no minimo 50 dias. Quando os
individuos de B. tabaci ndo contaminados se alimentaram da planta infectada, a maioria delas
adquiriu a cepa (LI et al., 2017). Com este trabalho de pode-se especular que esse tenha sido G
caminho hipotético pelo qual Wolbachia chegou até espécies hospedeiras (Li et al. 2017)
entre elasT. urticae, um 4caro rajado que € praga de diversas culturas, incluindo algodoeiro,
morangueiro, roseira, tomateiro, soja, pessegueiro, feijoeiro, etc. (POTENZA et al., 2006); e
M. fascifrons, uma espécie de gafanhoto que costuma atacar arrozais (ORAZE e
GRICARICK, 1989)

J& o carrapatd. persulcatus, vetor da bactéria Borrelia burgdorferi que causa a
doenca de Lyme vive (quando nao esta parasitando e se alimentando de sangue) aderido as
folhas de taigas (vegetacdo da zona da Euro-Asia) (NEFEDOVA et al., 2004). N&do ha nada
até o momento na literatura que comprova ou especula como Wolbachia chegou até essa
espécie. Entretanto, exista a possibilidade da causa estar relacionado com o fato do individuo
da espécie hospedeira conviver na mesma localidade com vérias espécies de lepidoptera
portadoras de Wolbachia tais como C. palaemon, P. stubbendorffii, A punctidactyla, A
paphia, P. icarus, C. silvicola C. oedipgu§€. glycerion (ILINSKIN e KOSTERIN, 2017).

Carvalho et al. (2014c), por meio de fragmentos de PCR do gene 16S de Wolbachia
obtiveram evidéncias moleculares de transferéncia o horizontal de cepas de Wolbachia
presentes em S. zeamadsS. oryzae. Além disso, foi observado uma porcentagem de
identidade de 100% das sequéncias de 16S de Wolbachia presentes em S. zeamais e no sel
parasitoide Theocolax elegans (Hymenoptera: Pteromalidae) o que € uma evidéncia de
transferéncia horizontal entre ambas as espécies (CARVALHO et al., 2014c). Interessante
notar que no caso das cepas SONDYA e BOTRY presentes, respectivamente, em S. oryzae e
Sitophilus sp. a diferenca entre as duas é apenas ao alelo para fbpA. Para os @stres gen
sequéncias das duas cepas sao idénticas, o que provavelmente foi uma combinacado oriunda de

transporte horizontal de cepas.

Nota-se também que cepas presentes em espécies praga de grdos armazenados
compartilham em certo grau alguns alelos entre si, além do que ja foi discutido acima para
SONDYA e BOTRY ou para Zsub SP2 e Tcon_B_BhAvill_AK. O processo de transporte
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horizontal e consequente compartilhamento de alelos dessas cepas deve ser facilitado pelo
fato de suas respectivas espécies hospedeiras terem uma distribuicdo cosmopolita (DASS et
al., 1984;FAVA e BURLANDO, 1995;ATHANASSIOU et al., 2003; ALABI et al., 2008;
NDONG et al., 2011; GHRIBI et al., 2012; COSTA et al., 2014).

Uma outra evidéncia forte de transporte horizontal entre grupos taxonOGmicos
diferentes € a cepa Ccep_B_BJ presente em C. cephalonica cujo mesmo genétipo MLST e
WSP foi encontrado em pelo menos em 14 espécies da ordem Lepiddjateaalura
angusta, Azanus mirza, Celastrina argiolus, Eurema mandarina, Delias eucharis, Eurema
hecabe, Ixias pyreneZizeeria knysna, Pseudozizeeria maha, Clossiana oscarus
Polyommatus amandus, Thecla betulae, Leptidea juvernica, Leptidea am(iPeidILST-
Universidade de Oxford). Recentemente, Carvalho et al. (2018) também detectaram a
presenca de uma cepa com 0 mesmo genotipo de Ccep_B_BJ em Tuta absoluta.

O mesmo indicio pode ser constatado em relacdo ao genétipo MLST e WSP da cepa
Ekue_ A presente em E. kuehniella e que foi detectado também nas cepas existentes em
Technomymex albipes (Hymenoptera), Ornipholidotos peucetia (Lepidoptera), Pheidole
plagiara(Hymenoptera), Pheidole sauberi (Hymenoptera), Aricia artaxerxes (Lepidoptera),
Paratrechina longicornis (Hymenoptera), Leptomyrmex sp. (Hymenoptera), Leptogenys sp.
(Hymenoptera) (PubMLST-Universidade de Oxford).

Em relacdo a semelhanca dos genoétipos MLST e WSP das cepas Ekue_A presente em
E. kuehniella e da cepa Ach_A_ wCh3 presente em A chilonis, foi detectado em A. chilonis
uma outra cepa de Wolbachia denominada Ach_A wCh4 com o gendétipo MLST totalmente
idéntico ao de Ekue_A pelo que foi verifica do no banco de dados do PUbMLST (PubMLST-
Universidade de Oxford). Como A chilonis é um parasitoide (Kiritani, 2018), e levando em
conta que que ja ha registros do género Apanteles ser um parasitoide, incluindo de E.
kuehniella (RICHARDS e THOMSON, 1932; ABDEL-RAHMAN et al., 191GORDH e
HARTMAN, 1991), € possivel que uma transferéncia horizontal de uma cepa de E. kuehniella

para A chilonis, via parasitismo, seja o elo que ligue as cepas EkuechA A wCh3.

Montagna et al. (2014), usando de genotipagem de MLST e do gene wsp constataram
gue a cepa presente @neinacacaliae Ocac_A wVdO estaria presente também em outras
espécies do género Oreina, sendo elas O. elongata, O. bidentata, O. speciosa e O. liturata, o

que é mais uma evidéncia de transporte horizontal.
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Em relacdo as cepas Cobs_A Switz, Cobs A @SZobs A Ger presentes em C.
obstrictus (Marsham) o gendtipo MLST é praticamente o mesmo, sO se diferenciando em
relacdo ao genotipo WSP, o que pode ser refor¢cado pelas anélises das arvores de cada um do:
seis genes, 0 que € um indicio que provavelmente tenham vindo de alguma cepa ancestral.
Isso ja foi descrito anteriormente por Floate et al. (2011) e de acordo com eles estas trés cepas
ocorreriam em todas as popula¢gdes e potenciamente em todos os indikidnoslisso,
essas trés cepas compartilham alelos do genétipo MLST e WSP com cepas presentes em F.
occulta, A emertoni, O. cacaliae e P. coloradensis. Resultado semelhante ao agrupamento
dessas mesmas cepas foi observado por por Russell et al. (2009), se baseando apenas n«
gendtipo MLST.

No que diz respeito as analises Bayesianas individuais de cada gene de Wolbachia
foram geradas arvores, cujas cepas se agrupam de forma bem diferente, dependo do gene en
questdo, de tal forma que a arvore formada divergiu completamente da arvore parcionada
(consenso). Pode-se observar isso pelas analises realizadas nos bancos de dados W4 e W6, el
gue a cepa presente em Z. subfasciatus apresentou uma maior proximidade filogenética com a
cepa presente em C. palaemon do que com a existente em L. oryzophilus. Deve-se primeiro
levar em conta que cada gene segue uma dindmica evolutiva diferente. E em segundo é muito
provavel que tanto a divergéncias entre as arvores de cada gene, quanto o compartilhamento
de alelos entre as cepas sejam evidéncias de recombinacdo génica cepas de Wolbachia. Baldc
et al. (2006) relataram a recombinacdo entre 4 genes basais de Wolbachia, via transferéncia
horizontal entre e dentre grupo de cepas completamente divergentes, como é o caso dos
supergrupos A e B. A recombinacdo entre genes também é relatada por llinskin e Korterin

(2017) ao fazer analise ao nivel de MLST de cepas de Wolbachia.

A literatura também cita a ocorréncia de recombinacao intragénica no que diz respeito
ao gene wsp (WERREN e BARTOS 2001). Baldo et al. (2005) relataram a recombinacao a
nivel intragénico das regides HVR de wsp entre cepas de Wolbachia. Estes mesmos autores
sugerem uma origem quimérica para o gene wsp. Isto talvez explique o fato de algumas
HVRs das cepas analisadas no presente trabalho serem tdo semelhantes ou até idénticas en
nivel de sequéncia de aminoacidos (compartilhamento de alelos do genétipo WSP) ao passo

gue outras sao completamente diferentes.

E provavel que um grande nimero de elementos méveis em Wolbachia spp. facilite a
recombinacdo homodloga ou rearranjo do genoma (CORDAUX, 2008; CERVEAU et al.,

2011; LECLERCQ et al., 2011). Um exemplo de elementos mdveis sdo 0s transposons
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(presentes em inumeros tipos de organism#s)conhecidos como “genes saltadores” ou
elementos transponiveis, estes sdo sequéncias de DNA que se movem pelo genoma, e Sac
encontrados em diferentes posi¢coes de uma Unica célula, o que é denominado transposicao.
McClintock (1950) foi a pioneira na observacédo da presenca de transposons no genoma de
milho, atualmente ja se sabe que 50 % do genoma deste cereal € constituido por elementos
transponiveis (MARCON, 2009).

E sabido que bacteri6fagos (virus que infectam células bacterianas) como o fago WO
esta amplamente espalhado no género Wolbachia. Amplificacbes de PCR do gene orf7 que
codifica proteinas do capisidio do WO, mostraram que esse fago infecta 89% dos supergrupos
A e B de Wolbachia, mas estdo ausentes nos grupos C e D presente em nematoides
(BORDENSTEIN e WERNEGREEN 2004; GAVQE et al. 2007). Entretanto, vestigios de
DNA do fago ja foram encontrados no grupo C e D, sugerindo que em algum um ponto na
evolucao, eles foram hospedeiros para WO também. O fago WO é um elemento dindmico que
tem um significativo impacto na diversidade genética de Wolbachia (KEBNT
BORDENSTEIN, 2010). Sequéncias completas de prophagos sdo conhecidas nas linhagens
wKue (MASUI et al., 2000), wMel (WU et al., 2004), wPip (KLASSON et al., 2008), wRi
(KLASSON et al., 2009) e wCauB (FUJII et al., 2004; TANAKA et al., 2009). Andlises
mostram que a evolucdo molecular de WO é um processo complexo que envolve transmissao
vertical e horizontal, recombinacdo entre fagos e carreamento de outros elementos mdéveis.
Apesar dos detalhes da transferéncia de WO néo ter sido completamente esclarecido,
evidéncias suportam o0 movimento potencial de particulas WO ativas entre cepas de
Wolbachia relacionadas ou divergentes (KENBORDENSTEIN, 2010).

Como outros genomas de sequenciados de Wolbachia do supergrupo A e B, tanto
tanto as cepas wVitA e wUni, por exemplo, contem grandes elementos profago WO. No total,
151 genes séo preditos de serem elementos moveis em wUni (13% do genoma, com 68
transposons, 9 copias de elementos palindronicos de Wolbachia e 74 genes de fagos) ao passc
gue WVitA contém 137 elementos génicos moveis (10% do genoma, com 18 transposons, 9
copias para elemento palindronico de Wolbachia e 74 genes de fagos) (NEWTON et al.,
2016). E possivel que o profago, nesse carreamento carregue uma sequéncia completa de urr
dos genes de Wolbachia ou mesmo um dos seguimentos que codificam para HVRs para
outras cepas e uma vez nesta célula ocorra a recombinacdo por intermédio de sequéncias

analogas, aumentando assim a variabilidade gracas a troca de alelos.
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4.3. Filogeografia continental de Z. subfasciatus

No presente trabalho o caruncho Z. subfasciatus apresentou a predominancia de uma
Unica linhagem mitocontrial distinta ao longo do territério nacional no que diz respeito ao
gene de COI. Um padrao semelhante foi encontrado por Oliveira et al. (2013), que ao analizar
populacdes brasileiras de A obtecus detectou o predominio de uma linhagem de COI na
maioria das populacdes, com excessdo de algumas populacdes existentes no sul do pais. A
presenca de uma uUnica linhagem de Z. subfasciatus, explica o fato dos valores de Tajima, Fs e
R2 serem significativos, o que sugere a hipétese da ocorréncia no passado de efeito gargalo.
Tanto Sakai et al. (2001) quanto Tsutsui et al. (2000) atribuem a baixa diversidade a disperséo
recente de espécies invasivas, como é o caso de Z. subfasciatus. O mesmo foi constatado por
Bonizzoni et al. (2004), que ao analisarem uma espécie mediterranea da mosca da fruta
concluiram que houve uma reducéo significativa da diversidade genética, tendo menor
variabilidade quando comparada a populacdo original. Grapputo et al. (2005) ao estudarem
uma espécie invasiva do besouro da batata concluiram também que esta possui menor
diversidade genética nas populacdes europeias, sugerindo que um uanico efeito fundador,
resultante de uma introducéo recente estaria ocorrendo neste continente. Da mesma forma,
nas populacdes de Z. subfasciagste efeito gargalo foi provavelmente devido a um evento
recente de migracéo, fruto da introducdo de semente de feijdo no Brasil. Deve ser lembrado

gue o caruncho se desloca geograficamente junto com gréo (ALVAREZ et al., 2005).

Em nivel de DNA nuclear, via regido ITS2 do gene 5,8S, € possivel notar um
consideravel compartilhamento de hapl6tipos entre populagbes, o que é um indicio de fluxo
génico. Souza et al. (2008) realaar analises em populacdes de Z. subfasciatus com
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) em regides de microssatélite deegenoma
detectaram que as populacdes brasileiras apresentam baixa diferenciacdo genética e baixa

estruturacéo geografica, o que corrobora os resultados do presente trabalho.

A principio, a baixa diversidade das populacbes de Z. subfasciatus no Brasil pode
facilitar o manejo, seja por pesticidas, ou por cultivares adaptados a praga. Entretanto, a
introducéo de novos genotipos, a exemplo do gorgulho do milho S. zeamais pode aumentar o
fitness da populacdo local, pelo fato dos individuos oriundos de populacbes estrangeiras
carregarem uma vasta gama de alelos favoraveis. Ap6és o cruzamento e recombinacdo dos
novos alelos, com o dos alelos locais podem resultar em novas combinagdes genémicas que

de outra forma n&o ocorreriam a nivel local ou regional (CORREA et al., 2017).
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Seguindo esse raciocinio, deve-se levar em conta que a analise de ambos os genes
detectaram também um compartilhamento de haplétipos entre paises. Segundo dados da
pagina do Ministério da agricultura (2018), do periodo de 1997 a Abril de 2018 ouve uma
consideravel importacdo de gréaos de feijao, vindos do Peru (Ver Figura Complementar 1). No
caso, do México, apenas dois momentos de importacdo consideravel no ano de 2005 e 2014
(Ver Figura Complementar 1) e de exportacdo no ano de 2012 e 2017 (Ver Figura
Complementar 2) (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2018). Pode ser possivel que tenha
havido movimentacdo de individuos de Z. subfasciatus, carregando estes haplétipos, de um

pais para outro durante o momento dessas trocas comerciais.

Em relacdo a Colébmbia, ndo h& dados oficiais de troca comercial de gréos de feijao
com este pais (Ver Figuras Complementares 1 e 2) (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
2018). Entretanto nada impede que gréos infestados com ovos de Z. subfasciatus tenham ido
do Brasil para Coldbmbia ou vice-versa, de forma indireta (por intermédio do comércio de
outros paises que comercializam graos de feijao com o Brasil), ou por meio de vias nao
oficiais. Segundo Costa (2016) ha uma baixa presenca do Estado brasileiro nas regides de
fronteira no que diz respeito a seguranca publica, fiscalizacdo e defesa dessaddec#dita
talvez expliqgue o compartilhamento do haplétipo de ITS2 da populacéo de Calima El Darién
na Colémbia com populagbes que estdo ha milhares de kilométros de distancia como
Jaboticabal-SP e Unai-MG no Brasil.

O controle de Z. subfasciatus proporcionado pelo uso de inseticidas é satisfatorio.
Entretanto, sua adocdo € limitada pelo elevado custo dos produtos e por problemas
decorrentes da toxicidade a mamiferos (GUTIERREZ E SCHOONHOVEN, 1981). Além
disso, nada se impede que surja no futuro individuos resistentes a exemplo do que ja é
relatada em outras espécies pragas de graos armazenados como S. zeamais (GUEDES et al.
2006, 2010; CORREA et al., 2011).

Por isso, é necessario que as autoridades fitossanitarias redobrem a atencdo em
prevenir o0 maximo possivel a introducéo de novas varia¢cdes genéticas, em especial variacoes
oriundas de popula¢des que podem jé ter experimentado altas pressdes seletivas em direcdo ¢
selecdo de tragos adaptativos favoraveis. O transporte ndo intencional desses individuos pode
levar a dispersdo de -caracteristicas adaptativas favoraveis, levando eventualmente ao

estabelecimento de gendtipos de resisténcia (CORREA et al., 2017).
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5. CONCLUSOES

1) A cepa Zsub de Wolbachia esta presente em todas as populacbes de Z. subfasciatus
amostradas na América do Sul. Além disso, as sequéncias dos individuos de Ipatinga-MG,
Teresina-PE no Brasil, Huaraz no Peru e de Calima El Darién na Colombia para os seis gene
ndo apresentaram qualquer polimorfismo para os seis genes andlisados, se tratanto, portanto,

da mesma cepa.

2) As analises realizadas nas cepas de Wolbachia mostraram que a cepa Loryt&spese
L. oryzophilus é a mais proxima da que esta presente em Z. subfasciatus, tanto em termo de
identidade de sequéncia, quanto de filogenia bayesiana para a maioria dos genes.

3) Pode-se perceber que determinadas cepas de Wolbachia presentes em espécies de grupa
distantes filogenéticamentes como T. urticae (um aracnideo) e Z. subfasciatus (um inseto)
conseguem ter uma maior proximidade filogenética do que outras cepas, presentes em
espécies do mesmo grupo filogenético, o que é um indicio da presenca de transferéncia

horizontal dessas cepas entre espécies ou até mesmo grupos maiores como classe.

4) A cepa Zsub compartilha alelos com cepas presentes nas espécies praga de graos
armazenados T. confusuenC. serratus, assim como na espécie neotropical C. alternans

sendo que ambas as trés pertencem a ordem Coleoptera.

5) A formacéao de diversos tipos de arvores diferentes das cepas de Wolbachia analisadas para
seus diferentes genes, além do que foi apresentado no perfil MLST e WSP € um indicio de

gue as cepas recombinam seus genes, seja, a em termos inter ou intra-gene.

6) A analise do gene mitocondrial COl, tanto a nivel de rede de haplétipos, quanto de arvore
bayesiana demonstrou que ha um linhagem materna predominante no territério nacional. Se
acrescentar a isso, os valores significativos dos testes de neutralidade (Teste D e Fs ) e de
mudanca no tamanho populacional (R2), pode-se inferir que essa linhagem materna tenha sido
fruto de um efeito gargalo oriundo provavelmente da migracdo recente de alguns poucos
individuos de Z. subfasciatus que vieram com a introducdo recente do feijdo no territorio

nacional.

7) Tanto as analises de COI e de ITS2 a nivel de rede de haplétipos e da filogesiEnhay
mostraram o agrupamento de alguns individuos pertencentes a regides geograficas distintas, o
que pode ser um indicio de fluxo génico entre as populacbes de Z. subfasciatus, tanto em

termos de territério nacional, quanto de continente.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela suplementar 1 “Primers” usados neste estudo e referéncias

Locus Primers Sequéncia dos “Primers” (5'-3') Temperatura de Anelamento Referéncias
COl L2-N-3014 TCCATTGCACTAATCTGCCATATTA 58°C Alvarez et al. (2005)
C1-J-2183 CAACATTTATTTTGATTTTTTGG
ITS2 ITS2f GGGTCGATGAAGAACGCAGC 65°C Navajas et al. (1998
ITS2r  ATATGCTTAAATTCAGCGGG
gatB  gatB-F  GAKTTAAAYCGYGCAGGBGTT 57°C Baldo et al. (2006)
gatB-R TGGYAAYTCRGGYAAAGATGA
COXA  COoxXA-F  TTGGRGCRATYAACTTTATAG 54° C Baldo et al. (2006)
CoxA-R  CTAAAGACTTTKACRCCAGT
hcpA  hcpA-F  GAAATARCAGTTGCTGCAAA 54° C Baldo et al. (2006)
hcpA-R - GAAAGTYRAGCAAGYTCTG
ftsZz ftsZ-F ATYATGGARCATATAAARGATAG 54° C Baldo et al. (2006)
ftsZ-R  TCRAGYAATGGATTRGATAT
fopA  fbpA-F  GCTGCTCCRCTTGGYWTGAT 59°C Baldo et al. (2006)
fopA-R CCRCCAGARAAAAYYACTATTC
Wsp  wsp-F  GTCCAATARSTGATGARGAAAC 59°C Baldo et al. (2006)
Wsp-R  CYGCACCAAYAGYRCTRTAAA
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Tabela Suplementar 2Informacéo geral de todas as cepas de Wolbachia analisadas.

Isolados
Id* Cepas Supergrupo  Espécie do Hospedeiro Localizagéo
Em submisséo Zsub Zabrotes subfasciatus Ipatinga-Brasil
Em submisséo Zsub Zabrotes subfasciatus Terezina-Brasil
Em submisséao Zsub Zabrotes subfasciatus Huaraz-Peru
Em submisséo Zsub Zabrotes subfasciatus Calima EI Dérien-Colémbia
296 Lory_B B Lissorhoptrus oryzophilus Xifeng-China
319 wUrtCon2 B Tetranychus urticae Yuncheng-China
450 Apun_B B Amblyptilia punctidactyla Novosibirsk-Russia
453 Cgly B B Coenonympha glycerion Novosibirsk-Russia
313 wWaspb B Desconhecido Desconhecido
154 B_NY_Chloro150737b B Desconhecido Monroe Co-EUA
314 wMfasl B Macrosteles fascifrons Jinhua-China
480 Csil Carterocephalus silvicols Novosibirsk-Russia
1684 Hhor_B_ wHho B Hyposoter horticola Aland islands-Finlandia
476 Apap Argynnis paphia Novosibirsk-Russia
471 Pica_B B Polyommatus icarus Novosibirsk-Russia
502 wixpl Ixodes persulcatus Novosibirsk-Russia
454 Coed_B B Coenonympha oedippus Novosibirsk-Russia
320 wBtab B Bemisia tabaci Desconhecido
1620 Btab_B_W5 B Bemisia tabaci Coimbatore-india
620 Btab B _wAll7_26 B Bemisia tabaci Guangzhou-China

Id*: refere-se ao respectivo nimero de identidade (ID) para cada cepa bacterianarprésemte de dados do site pubmlst.org
Ele faz referéncia a informagdes taxondmicas, bioldgicas genéticas (perfil alélico) esplec@ada cepa.
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Tabela Suplementar 2 Continuacéo

Isolados

Id*
634
618
632
1604
468
73
628
1615
621
625
631
622
627
633
626
1709
629
635
1688

Cepas
Btab_B_wAl_39
W-Efur
Btab_B_wAll6-35
Btab_B W?2a
Pstu_B
Lmel_B
Btab_B_ wAl 27
Btab_B W3
Btab B wCN1 11
Btab B wCN1 41
Btab B wAll1 28
Btab B wAU 54
Btab_B_wAII9_43
Btab_B_wAlI6-38
Btab B WCN1 42
SP2
Btab_B_wAll1_29
Btab_B_wAlI3_49
SONDYA

Supergrupo
B

W0 W0 W W WWWWWWWWWWWwWw

B

Género do Hospedeiro
Bemisia tabaci
Eretmocerus furuhashii
Bemisia tabaci
Bemisia tabaci
Parnassius stubbendorffii
Lycaeides melissa
Bemisia tabaci
Bemisia tabaci
Bemisia tabaci
Bemisia tabaci
Bemisia tabaci
Bemisia tabaci
Bemisia tabaci
Bemisia tabaci
Bemisia tabaci
Caryedon serratus
Bemisia tabaci
Bemisia tabaci
Sitophilus oryzae

Localizagéo
Honghe-China
Guangzhou-China
Baise-China
Napupa-Tanzéania
Novosibirsk-Russia
Brandon-EUA
Zhaoging-China
Namaleche-Tanzania
Hangzhou-China
Zunyi-China
Zhaoging-China
Bundaberg-Australia
Shaoyang-China
Baise-China
Zunyi-China
Pune-India
Zhaoging-China
Zhengzhou-China
Maharashtra-india

Id*: refere-se ao respectivo nimero de identidade (ID) para cada cepa bacterianamrdsemte de dados do site pubmist.org. Ele faz referénc

informacgdes taxondmicas, biologicas genéticas (perfil alélico) especifico de cada cepa.
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Tabela Suplementar 2 Continuacéo

Isolados

623
1598
1631

20
1690
624
31
19

202

479

401

12

134

325

556

613

557

77
168
13
78

Btab_B_wAlI1-30
Btab B Wila
Ccep B BJ
Tcon_B_BhAvill_AK
BOTRY
Bafe B wAfe 1
Ekue B
Calt_ B
Oova_B
Cpln
Ach_A wCh3
Aalb_A
Oclar_A
wKueUSDA
Cobs_A_Switz
Ocac_A wvdO
Cobs_A USA
A_CobbStaph
Aeme_A_LW5
Ekue_A
A _Cobb27Hel

W W0 W WWwWWwWwW

>>»>»>»>2>>»> > >

A

Bemisia tabaci
Bemisia tabaci
Corcyra cephalonica
Tribolium confusum
Sitophilussp
Bemisia afer
Ephestia kuehniella
Chelymorpha alternans
Ostrinia ovalipennis
Carterocephalus palaemon
Apanteles chilonis
Aedes albopictus
Odontomachus clarus
Ephestia kuehniella
Ceutorhynchus obstrictus (Marshan
Oreina cacaliae
Ceutorhynchus obstrictus (Marshan
Desconhecido
Agelenopsis emertoni
Ephestia kuehniella

Suillia sp

Hainan-China
Masaka-Uganda
Beijing-China
Desconhecido
Maharashtra-india
Linyi-China
Desconhecidos
Desconhecidos
Tochigi-Japéo
Novosibirsk-Russia
Hebei-China
Desconhecido
Cochise County-EUA
Florida-EUA
Switzerland
Vezza dOglio-Italia
Washington-EUA
Nova York-EUA
Loudon-EUA
Desconhecido
Nova York-EUA

Id™: refere-se ao respectivo nimero de identidade (ID) para cada cepa bacterianarprdserte de dados do site pubmist.org. Ele faz referénc

informacgdes taxondmicas, bioldgicas genéticas (perfil alélico) especifico de cada cepa.
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Tabela Suplementar 2 Continuacéo

Isolados
555 Cobs_A_Ger A Ceutorhynchus obstrictus (Marshan  Schleswig-Holstein-Alemanha
3 Aspa_A A Acromis sparsa Chirique Grande-Panama
103 Focc A A Formica occulta Cochise County-EUA
41 A_PanBCl_Calyp16 A Desconhecido Barro Colorado Island-Panama
137 Pcol A A Pheidole coloradensis Box Elder County

Id™: refere-se ao respectivo nimero de identidade (ID) para cada cepa bacterianarprdserte de dados do site pubmist.org. Ele faz referénc
informacgdes taxondmicas, bioldgicas genéticas (perfil alélico) especifico de cada cepa.
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Tabela Suplementar 3. Porcentagem de Identidade de 62 cepas de Wolbachia oriundo das sequéncias
concatenadas de seis genes (gatB, coxA, hcpA, ftsZ, fbpA and wsp).

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

Z. subfasciatus (Zsub) - 4726 4726 100% 0 100%
L. oryzophilus (Lory_B) B 4486 4486 98% 0 99%
T. urticae (wUrtCon2) B 4486 4486 98% 0 99%
A. punctidactyla (Apun_B) B 4464 4464 98% 0 99%
C. glycerion (Cgly_B) B 4458 4458  98% 0 99%
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B 4453 4453 98% 0 98%
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B 4453 4453  98% 0 98%
M. fascifrons (wMfasl) B 4453 4453 98% 0 98%
C. silvicola (Csil) - 4447 4447  98% 0 98%
H. horticola (Hhor_B_wHho) B 4442 4442  98% 0 98%
A paphia (Apap) - 4425 4425 < 98% 0 98%
P. icarus (Pica_B) B 4425 4425 98% 0 98%
I. persulcatus (wixpl) - 4361 4361 100% 0 97%
C. palaemon (Cpln) - 4349 4349 100% 0 97%
C. oedippus (Coed_B) B 4327 4327 100% 0 97%
B. tabaci (wBtab) B 4325 4325 98% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_W5) B 4320 4320 98% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAll7_26) B 4320 4320 98% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAl_39) B 4314 4314 98% 0 98%
E. furuhashi({W-Efur) B 4314 4314 98% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-35) B 4314 4314 98% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_W2a) B 4314 4314 98% 0 98%
P. stubbendorffii (Pstu_B) B 4311 4311 100% 0 97%
L. melissa (Lmel_B) B 4311 4311 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wAl_27) B 4309 4309 98% 0 97%
O. ovalipennis (Oova_B) B 4309 4309 98% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_W3) B 4309 4309 98% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11) B 4309 4309 98% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41) B 4309 4309 98% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28) B 4303 4303 98% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wAU_54) B 4303 4303 98% 0 97%
B. tabaci (Btab B wAll9 43) B 4303 4303 98% 0 97%

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados enBAMS?, do inglés“Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuag&o; 9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi comparada
com a outra; Ident(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negritmiadicapas presentes em espé
hospedeiras que atacam grédos armazenados.
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Tabela Suplementar 3. Continuacao

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC*(%) E-valor Ident.(%)

B. tabaci (Btab_B_wAlI6-38) B 4303 4303 98% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42) B 4303 4303 98% 0 97%
C. serratus (SP2) B 4300 4300 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29) B 4298 4298 98% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wAlI3_49) B 4281 4281 98% 0 97%
S. oryzae (SONDYA) B 4239 4239 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wAlI1-30) B 4237 4237  98% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_W1a) B 4231 4231 98% 0 97%
C. cephalonica (Ccep_B_BJ) B 4041 4041 100% 0 95%
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 4026 4026  98% 0 95%
Sitophilus sp. (BOTRY) B 4023 4023 100% 0 95%
B. afer (Bafe_B_wAfe_1) B 3988 3988 98% 0 95%
E. kuehniella (Ekue_B) B 3945 3945 98% 0 95%
C. alternans (Calt_B) B 3940 3940 99% 0 95%
A chilonis (Ach_A_wCh3) A 3007 3007 98% 0 88%
A albopictus (Aalb_A) A 2953 2953  98% 0 88%
O. clarus (Oclar_A) A 2913 2913  98% 0 88%
E. kuehniella (wWKueUSDA) A 2911 2911  98% 0 88%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz) A 2911 2911 98% 0 88%
O. cacaliae (Ocac_A_wVdO) A 2907 2907 98% 0 87%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA) A 2904 2904  98% 0 88%
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A 2892 2892 98% 0 87%
A emertoni (Aeme_A LW5) A 28852885 98% 0 87%
E. kuehniella (Ekue_A) A 28852885 98% 0 87%
Suillia sp. (A_Cobb27Hel) A 2883 2883 98% 0 87%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) A 2878 2878 98% 0 87%
A sparsa (Aspa_A) A 2872 2872 98% 0 87%
F. occulta (Focc_A) A 2854 2854  98% 0 87%
Diptera (A_PanBCI_Calyp16) A 2854 2854 98% 0 87%

P. coloradensis (Pcol_A) A 2852 2852 98% 0 87%

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados enBAMS?, do inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuag&o; 9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi compara
com a outra; Ident(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negritmiadicepas presentes em espé
hospedeiras que atacam grédos armazenados

116



Tabela Suplementar 4 Perfil MLST.

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG*  gatB COXA hcpA ftsZ fbpA ST
Z. subfasciatus (Zsub) - 9 Em submissdc 125 Emsubmisséc 180 Em submisséc
T. urticae (wUrtCon2) B 126 122 144 106 237 221
L. oryzophilus (Lory_B) B 9 105 125 95 180 188
A punctidactyla (Apun_B) B 9 14 40 7 9 300
C. glycerion (Cgly_B) B 39 14 40 7 9 301
Dryinidae (wWaspb) B 39 14 40 7 195 215
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B 91 14 40 7 9 129
M. fascifrons (wMfas1) B 9 119 140 107 9 216
C. silvicola (Csil) - 39 14 197 7 9 354
H. horticola (Hhor_B_wHho) B 235 227 259 7 9 435
A paphia (Apap) - 39 168 40 80 9 350
P. icarus (Pica_B) B 39 14 119 7 9 176
I. persulcatus (wixp1l) - 9 180 145 7 248 308
C. palaemon (Cpln) - 9 170 159 22 9 353
C. oedippus (Coed_B) B 9 14 143 73 4 302
B. tabaci (wBtab) B 105 88 106 7 165 166
B. tabaci (Btab_B_W5) B 105 88 106 7 387 378
B. tabaci (Btab_B_wAll7_26) B 105 88 106 7 387 378
B. tabaci (Btab_B_wAl_39) B 207 88 106 182 387 395

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em A od, Bp$iglés “sequence type”, trata-se do codigo numérico utilizado pelo <
pubmist.org para cada combinacdo alélica Unica dos cinco genes basais de isVg§tztBhcoxA hcpA, ftsZ e fbpA) presentes em Wolbachia. C
perfil alélico é por isso cada perfil é identificado pelas iniciais ST, seguidmpatimero. O mesmo ST pode ser compartilhado entre diferentes
Os nomes em negrito indicam as cepas presentes em espécies hospedeiras que atacam gnadssrmaz
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Tabela Suplementar 4 Continuacao.

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' gatB COXA hcpA ftsZ fopA ST
E. furuhashii{W-Efur) B 105 88 106 105 387 388
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-35) B 216 88 106 7 387 393
B. tabaci (Btab_B_W?2a) B 9 88 13 105 9 424
P. stubbendorffii (Pstu_B) B 39 14 40 7 197 299
L. melissa (Lmel_B) B 108 73 40 80 9 162
B. tabaci (Btab_B_wAl_27) B 210 88 106 7 387 385
O. ovalipennis (Oova_B) B 9 78 6 77 10 142
B. tabaci (Btab_B_W3) B 9 88 13 105 404 425
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11) B 105 88 13 170 9 379
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41) B 207 88 13 170 9 377
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28) B 207 88 230 170 392 392
B. tabaci (Btab_B_wAU_54) B 207 88 221 170 9 380
B. tabaci (Btab_B_wAIlI9_43) B 207 88 13 170 386 384
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-38) B 207 88 235 170 9 394
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42) B 209 88 13 170 9 383
C. serratus (SP2) B 9 14 143 94 4 453
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29) B 207 88 232 170 9 390
B. tabaci (Btab_B_wAlI3_49) B 207 88 228 180 386 396
S. oryzae (SONDYA) B 126 87 124 94 132 189

SG, Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em A od,BpS$iglés “sequence type”, trata-se do codigo numérico utilizado pelo <
pubmist.org para cada combinacdo alélica Unica dos cinco genes basais de isVg§tztBhcoxA hcpA, ftsZ e fbpA) presentes em Wolbachia. C
perfil alélico é por isso cada perfil é identificado pelas iniciais ST, seguidmpadimero. O mesmo ST pode ser compartilhado entre diferentes
Os nomes em negrito indicam as cepas presentes em espécies hospedeiras que atacam gmadssrmaz
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Tabela Suplementar 4 Continuacao.

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG'  gatB COXA hcpA ftsZ fopA ST
B. tabaci (Btab_B_wAlI1-30) B 208 88 106 170 393 389
B. tabaci (Btab_B W1a) B 4 14 3 73 4 423
C. cephalonica (Ccep_B_BJ) B 39 14 40 36 4 41
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 6 5 6 18 7 30
Sitophilus sp. (BOTRY) B 126 87 124 94 4 436
B. afer (Bafe_B_wAfe_1) B 105 11 220 11 162 382
E. kuehniella (Ekue_B) B 16 14 19 23 4 20
C. alternans (Calt_B) B 9 14 15 12 14 7
A chilonis (Ach_A_wCh3) A 7 6 7 138 8 261
A albopictus (Aalb_A) A 3 2 2 10 3 2
O. clarus (Oclar_A) A 23 2 75 67 74 111
E. kuehniella (wKueUSDA) A 54 59 68 3 67 92
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz) A 32 33 42 32 122 348
O. cacaliae (Ocac_A_w\VdO) A 214 33 42 32 36 375
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_ USA) A 32 33 42 32 122 348
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A 60 62 65 54 64 94
A emertoni (Aeme_A_LWS5) A 32 34 39 32 36 68
E. kuehniella (Ekue_A) A 7 6 7 3 8 19
Suillia sp. (A__Cobb27Hel) A 61 57 66 53 65 95

SG, Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em A ouf,BlpoSiglés “sequence type”, trata-se do codigo numérico utilizado pelo <
pubmist.org para cada combinagédo alélica Unica dos cinco genes basais deisViifzdBltoxA hcpA, ftsZ e fhpA) presentes em Wolbachia. Cada p
alélico é por isso cada perfil é identificado pelas iniciais ST, seguido por ust(UB mesmo ST pode ser compartilhado entre diferentes Cep
nomes em negrito indicam as cepas presentes em espécies hospedeiras quetataeamegenados
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Tabela Suplementar 4 Continuacao.

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' gatB COXA hcpA ftsZ fbpA ST?
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) A 32 33 42 32 122 348
A sparsa (Aspa_A) A 23 2 26 21 26 5
F. occulta(Focc_A) A 32 39 42 32 44 43
Diptera (A_PanBCI_Calyp16) A 97 76 95 74 15 126
P. coloradensis (Pcol A) A 74 20 78 17 20 114

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em ASJIT,Blo inglés “sequence type”, trata-se do codigo numérico utilizado pelo <
pubmist.org para cada combinag¢é&o alélica Unica dos cinco genes basais de WijadBhiaxA hcpA, ftsZ e fbpA) presentes em Wolbachia. Cada p
alélico é por isso cada perfil é identificado pelas iniciais ST, seguido poiomero. O mesmo ST pode ser compartilhado entre diferentes Cer
nomes em negrito indicam as cepas presentes em espécies hospedeiras quedataeamagenados
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Tabela Suplementar 5Porcentagem de Identidade de 62 sequéncias de cepas de Wolbachia ddigetes
gatB.

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS?* TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

Z. subfasciatus (Zsub) - 682 682 100% 0 100%
L. oryzophilus (Lory_B) B 682 682 100% 0 100%
O. ovalipennis (Oova_B) B 682 682 100% 0 100%
C. oedippus (Coed_B) B 682 682 100% 0 100%
I. persulcatus (wixp1l) - 682 682 100% 0 100%
B. tabaci (Btab_B_W3) B 682 682 100% 0 100%
B. tabaci (Btab_B W?2a) B 682 682 100% 0 100%
C. palaemon (Cpln) - 682 682 100% 0 100%
A punctidactyla (Apun_B) B 682 682 100% 0 100%
M. fascifrons (wMfasl) B 682 682 100% 0 100%
C. serratus (SP2) B 682 682 100% 0 100%
C. alternans (Calt_B) B 682 682 100% 0 100%
P. stubbendorffii (Pstu_B) B 676 676 100% 0 99%
B. afer (Bafe_B_wAfe_1) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (wBtab) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAl_39) B 676 676 100% 0 99%
E. furuhashi(W-Efur) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_W5) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAll7_26) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAU_54) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAlI3_49) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAll9_43) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-38) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41) B 676 676 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29) B 676 676 100% 0 99%
A paphia (Apap) - 676 676 100% 0 99%
C. silvicola (Csil) - 676 676  100% 0 99%
P. icarus (Pica_B) B 676 676 100% 0 99%
C. glycerion (Cgly_B) B 676 676 100% 0 99%
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B 676 676 100% 0 99%

SG, Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMS°Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuacdo; T8o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi compars
com a outra; ldent(%), porcentagem de identidade. Os homes em negrito indtepaspresentes em espé«
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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Tabela Suplementar 5.Continuacdo

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG* MS? TS® QC*(%) E-valor ldent.(%)

H. horticola (Hhor_B_wHho) B 676 676 100% 0 99%
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B 676 676  100% 0 99%
T. urticae (wUrtCon2) B 676 676 100% 99%
E. kuehniella (Ekue_B) B 676 676 100% 99%
Sitophilus sp. (BOTRY) B 676 676 100% 99%
S. oryzae (SONDYA) B 676 676 100% 99%
C. cephalonica (Ccep_B_BJ) B 676 676 100% 99%
B. tabaci (Btab_B_wAlII1-30) B 671 671 100% 99%
B. tabaci (Btab_B_wAII6-35) B 671 671 100% 99%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42) B 671 671 100% 99%
B. tabaci (Btab_B_wAl_27) B 665 665 100% 99%
L. melissa (Lmel_B) B 654 654  100% 99%
B. tabaci (Btab_B_W1a) B 643 643 100% 98%
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 621 621  100% 97%
O. clarus (Oclar_A) A 472 472 100% = 6e™° 90%
A sparsa (Aspa_A) A 472 472 100% = 6e™° 90%
A albopictus (Aalb_A) A 466 466 100%  3e'** 89%

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

O O OO OO O o o o o o

A chilonis (Ach_A_wCh3) 460 460 100% 1™ 89%
E. kuehniella (Ekue_A) 460 460 100% 1™ 89%
O. cacaliae (Ocac_A_wVdO) 460 460 100%  1le'*# 89%
Diptera (A_PanBCl_Calyp16) 449 449 100%  3e'® 89%
P. coloradensis (Pcol_A) 449 449  100% = 3e'® 89%
E. kuehniella (WKueUSDA) 449 449 100% 3™ 89%
A emertoni (Aeme_A_LWH5) 438 438 100%  6e'*° 88%
F. occulta (Focc_A) 438 438 100%  6e'*° 88%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA) 438 438 100%  6e'*° 88%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz) 438 438 100%  6e'*° 88%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) 438 438 100%  6e'*° 88%
Suillia sp. (A_Cobb27Hel) 436 436  98% 2e'® 88%
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A 436 436  98% 2% 88%

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AM8°Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuacdo; ¥9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi comparada
com a outra; ldent(%), porcentagem de identidade. Os homes em negrito indicgpaspresentes em espé:
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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Tabela Suplementar 6 Porcentagem de Identidade de 62 sequéncias de cepas de Wolbachia ddigetes
COXA

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC*(%) E-valor Ident.(%)

Z. subfasciatus (Zsub) - 743 743 100% 0 100%
L. oryzophilus (Lory_B) B 737 737 100% 0 99%
P. stubbendorffii (Pstu_B) B 732 732 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B W1a) B 732 732 100% 0 99%
C. oedippus (Coed_B) B 732 732 100% 0 99%
C. silvicola (Csil) - 732 732 100% 0 99%
P. icarus (Pica_B) B 732 732 100% 0 99%
C. glycerion (Cgly_B) B 732 732 100% 0 99%
Hymenoptera Dryinidae (wWWaspb) B 732 732 100% 0 99%
A punctidactyla (Apun_B) B 732 732 100% 0 99%
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B 732 732 100% 0 99%
E. kuehniella (Ekue_B) B 732 732 100% 0 99%
C. cephalonica (Ccep_B_BJ) B 732 732 100% 0 99%
C. serratus (SP2) B 732 732 100% 0 99%
C. alternans (Calt_B) B 732 732 100% 0 99%
A paphia (Apap) - 726 726 100% 0 99%
H. horticola (Hhor_B_wHho) B 726 726 100% 0 99%
T. urticae (wUrtCon2) B 726 726 100% 0 99%
M. fascifrons (wMfas1) B 710 710 100% 0 99%
O. ovalipennis (Oova_B) B 704 704 100% 0 98%
L. melissa (Lmel_B) B 621 621 100% 0 95%
Sitophilus sp. (BOTRY) B 577 577 100% = 2¢e%’ 93%
S. oryzae (SONDYA) B 577 577 100% = 2¢€'’ 93%
. persulcatus (wixpl) - 566 566 100%  3e® 92%
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 564 564  99% 1e'® 92%
B. tabaci (Btab_B_wAlII1-30) B 558 558  99% 61 92%
B. tabaci (wBtab) B 558 558  99% 6e'®? 92%
B. tabaci (Btab_B_wAl_27) B 558 558  99% 6e'? 92%
B. tabaci (Btab_B_wAl_39) B 558 558  99% 61 92%
E. furuhashiiw-Efur) B 558 558  99% 6™ 92%
B. tabaci (Btab_B_wAlII6-35) B 558 558  99% 6% 92%
B. tabaci (Btab_B_WH5) B 558 558 99% 6% 92%

SG, Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMB°Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; 9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi comparada
com a outra; ldent(%), porcentagem de identidade. Os nhomes em negrito indiogpasapresentes em espé«
hospedeiras que atacam grédos armazenados.
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Tabela Suplementar 6.Continuacao

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC*(%) E-valor Ident.(%)

B. tabaci (Btab_B_wAII7_26) B 558 558  99% 6% 92%
B. tabaci (Btab_B_W3) B 558 558  99% 6e'®? 92%
B. tabaci (Btab_B_W2a) B 558 558  99% 612 92%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11) B 558 558  99% 6e'? 92%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28) B 558 558  99% 6% 92%
B. tabaci (Btab_B_wAU_54) B 558 558  99% 6e'®? 92%
B. tabaci (Btab_B_wAII3_49) B 558 558  99% 6e'? 92%
B. tabaci (Btab_B_wAII9_43) B 558 558  99% 6e'? 92%
B. tabaci (Btab_B_wAII6-38) B 558 558  99% 6% 92%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41) B 558 558  99% 661 92%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29) B 558 558  99% 6162 92%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42) B 558 558  99% 6162 92%
B. afer (Bafe_B_wAfe 1) B 555 555 100%  7e® 92%
C. palaemon (Cpln) - 549 549 100% = 3e™° 91%
E. kuehniella (WKueUSDA) A 466 466  100%  4e™* 88%
A chilonis (Ach_A_wCh3) A 460 460 100% 2 87%
E. kuehniella (Ekue_A) A 460 460 100% 2™ 87%
Suillia sp. (A_Cobb27Hel) A 455 455  100%  8e™* 87%
Diptera (A_PanBCl_Calyp16) A 449 449 100% = 4e'® 87%
O. clarus (Oclar_A) A 449 449 100% = 4e'® 87%
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A 449 449 100% = 4e'*® 87%
A sparsa (Aspa_A) A 449 449 100% = 4e'*® 87%
A albopictus (Aalb_A) A 449 449 100% @ 4e'® 87%
O. cacaliae (Ocac_A_wVvdO) A 444 444 100% = 2e'¥ 87%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA) A 444 444  100% = 2e'¥ 87%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz) A 444 444  100% = 2e'¥ 87%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) A 444 444 100% @ 2e'¥ 87%
A emertoni (Aeme_A_LWH5) A 438 438 100%  8e'* 86%
F. occulta (Focc_A) A 438 438 100%  8e'*® 86%

P. coloradensis (Pcol A) A 438 438 100%  8e'*° 86%

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMS?Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; ¥9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi compars
com a outra; Ident(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negrito indicgpagapresentes em espé(
hospedeiras que atacam grédos armazenados.
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Tabela Suplementar 7 Porcentagem de Identidade de 62 sequéncias de cepas de Wolbachia ddigetes
hcpA

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG* MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

821 821  100% 0 100%
821 821  100% 100%
815 815  100% 99%
815 815  100% 99%

Z. subfasciatus (Zsub)

L. oryzophilus (Lory_B)

O. ovalipennis (Oova_B)

T. confusum (Tcon_B_BhAVvill_AK)

B 0

B 0

B 0
B. tabaci (Btab_B_W3) B 809 809 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_W2a) B 809 809 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_ B wCN1 11) B 809 809 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAIll9_43) B 809 809 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41) B 809 809 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42) B 809 809 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAlI1-30) B 804 804 100% 0 99%
B. tabaci (wBtab) B 804 804 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAl_27) B 804 804 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAl_39) B 804 804 100% 0 99%
E. furuhashi({W-Efur) B 804 804 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-35) B 804 804 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_W5) B 804 804 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAll7_26) B 804 804 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAU_54) B 804 804 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-38) B 804 804 100% 0 99%
T. urticae (wUrtCon2) B 804 804 100% 0 99%
C. oedippus (Coed_B) B 798 798 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28) B 798 798 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29) B 798 798 100% 0 99%
C. serratus (SP2) B 798 798 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAlI3_49) B 793 793 100% 0 99%
C. palaemon (CplIn) - 793 793 100% 0 99%
C. alternans (Calt_B) B 793 793 100% 0 99%
. fascifrons (wMfas1) B 787 787 100% 0 99%
I. persulcatus (wixp1l) - 782 782 100% 0 98%
P. stubbendorffii (Pstu_B) B 765 765 100% 0 98%
L. melissa (Lmel_B) B 765 765 100% 0 98%

SG, Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMB°Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; 9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi comparada
com a outra; ldent(%), porcentagem de identidade. Os homes em negrito indcgpasapresentes em espél
hospedeiras que atacam grédos armazenados.
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Tabela Suplementar 7.Continuacdo

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

A. paphia (Apap) - 765 765 < 100% 0 98%
C. glycerion (Cgly_B) B 765 765 100% 0 98%
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B 765 765 100% 0 98%
A. punctidactyla (Apun_B) B 765 765 100% 0 98%
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B 765 765  100% 0 98%
C. cephalonica (Ccep_B_BJ) B 765 765 100% 0 98%
B. tabaci (Btab_B W1a) B 760 760 100% 0 98%
C. silvicola (Csil) - 760 760 100% 0 98%
P. icarus (Pica_B) 760 760  100% 0 98%
H. horticola (Hhor_B_wHho) 754 754  100% 0 97%
E. kuehniella (Ekue_B) 754 754  100% 0 97%
Sitophilus sp. (BOTRY) 710 710 100% 0 95%
S. oryzae (SONDYA) 710 710 100% 0 95%
B. afer (Bafe_B_wAfe_1) 708 708 99% 0 95%

558 558  99% 7% 89%
558 558  99% 7% 89%
558 558  99% 7€' 89%
558 558  99% 76" 89%
558 558  99% 7% 89%
558 558  99% 7% 89%
542 542  99% 7e™’ 89%
542 542  99% 76’ 89%
542 542  99% 76’ 89%
536 536  99% 3e!® 89%
536 536  99% 3e'® 89%
536 536  99% 3e™® 89%
536 536  99% 3e!® 89%
O. clarus (Oclar_A) 525 525  99% 7€ 88%
A sparsa (Aspa_A) 514 514  99% 2e8 88%
Suillia sp. (A_Cobb27Hel) A 508 508  99% 7¢’ 87%

A emertoni (Aeme_A LW5)

F. occulta (Focc_A)

O. cacaliae (Ocac_A_wVvdO)

C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA)
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz)
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger)
Diptera (A_PanBCI_Calyp16)
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph)
A.albopictus_(Aalb_A)

A. chilonis (Ach_A_ wCh3)

P. coloradensis (Pcol_A)

E. kuehniella (WKueUSDA)

E. kuehniella (Ekue_A)

>> > > >>> 2> > >>>>>P>NDOODEED

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMS?Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; ¥9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi compars
com a outra; Ident(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negrito indicgpagapresentes em espé(
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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Tabela Suplementar 8 Porcentagem de Identidade de 62 sequéncias de cepas de Wolbachia ddigetes
ftsZ

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG* MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

Z. subfasciatus (Zsub) - 785 785 100% 0 100%
C. palaemon (Cpln) - 767 767 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B W1a) B 762 762 100% 0 99%
C. oedippus (Coed_B) B 762 762 100% 0 99%
T. urticae (wUrtCon2) B 762 762 100% 0 99%
P. stubbendorffii (Pstu_B) B 758 758 100% 0 99%
B. tabaci (wBtab) B 758 758 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAl_27) B 758 758  100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-35) B 758 758 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_W5) B 758 758 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAll7_26) B 758 758 100% 0 99%
I. persulcatus (wixpl) - 758 758 100% 0 99%
L. melissa (Lmel_B) B 758 758 100% 0 99%
A paphia (Apap) - 758 758  100% 0 99%
C. silvicola (Csil) - 758 758  100% 0 99%
P. icarus (Pica_B) B 758 758 100% 0 99%
C. glycerion (Cgly_B) B 758 758 100% 0 99%
Hymenoptera Dryinidae (wWWaspb) B 758 758  100% 0 99%
H. horticola (Hhor_B_wHho) B 758 758 100% 0 99%
A punctidactyla (Apun_B) B 758 758 100% 0 99%
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B 758 758  100% 0 99%
L. oryzophilus (Lory_B) B 758 758 100% 0 99%
E. furuhashi({W-Efur) B 756 756 99% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_W3) B 756 756 99% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_W?2a) B 756 756 99% 0 99%
B. afer (Bafe_B_wAfe_1) B 753 753 100% 0 98%
O. ovalipennis (Oova_B) B 753 753 100% 0 98%
E. kuehniella (Ekue_B) B 753 753 100% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAlI1-30) B 751 751 99% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11) B 751 751 99% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28) B 751 751 99% 0 98%

B. tabaci (Btab_B_ wAU_54) B 751 751 99% 0 98%

SG, Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMB°Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; ¥ 9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi comparada
com a outra; ldent(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negrito indicapasapresentes em espéi
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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Tabela Suplementar 8.Continuacdo

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

B. tabaci (Btab_B_wAII9_43) 751 751  99% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAI6-38) 751 751  99% 0 98%

(o8]

B. tabaci (Btab_B_wCN1_41) 751 751 99% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29) 751 751 99% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42) 751 751 99% 0 98%
M. fascifrons (wMfas1) 749 749 100% 0 98%
C. cephalonica (Ccep_B_BJ) 749 749 100% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAlI3_49) 747 747 99% 0 98%
T. confusum (Tcon_B_BhAVvill_AK) 744 744  100% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAl_39) 742 742 99% 0 98%
Sitophilus sp. (BOTRY) 740 740  100% 0 98%
S. oryzae (SONDYA) 740 740  100% 0 98%
C. serratus (SP2) 740 740  100% 0 98%
C. alternans (Calt_B) 722 722  100% 0 97%
A chilonis (Ach_A_wCh3) 699 699  100% 0 96%
O. clarus (Oclar_A) 623 623 100% 0 92%

618 618 100%  1le'™ 91%
600 626 100%  3e'™ 91%
600 626 100%  3e'™ 91%
600 626 100%  3e'™ 91%
600 626 100%  3e'™ 91%
600 626 100%  3e'™ 91%
600 626 100%  3e'™ 91%
596 622 100%  3e'” 90%
596 622 100%  3e'" 90%
596 622 100%  3e'" 90%
596 622 100%  3e'” 90%
A albopictus (Aalb_A) 596 596 100%  3e'” 90%
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) 590 617 100%  1le'™ 90%
Diptera (A_PanBCl_Calyp16) A 578 604 100%  9e'®® 89%

A sparsa (Aspa_A)

A emertoni (Aeme_A_LW5)

F. occulta (Focc_A)

O. cacaliae (Ocac_A_wVdO)

C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA)
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz)
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger)
Suillia sp. (A_Cobb27Hel)

P. coloradensis (Pcol_A)

E. kuehniella (WKueUSDA)

E. kuehniella (Ekue_A)

>> > > >»> > 2> >>>> > > P> 0DODENEOEIEIEENEGELEID

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMS?Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; ¥9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi compars
com a outra; Ident(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negrito indicgpagapresentes em espé(
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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Tabela Suplementar 9. Porcentagem de Identidade de 62 sequéncias de cepas de Wolbachia ddigetes
fbpA

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG* MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

Z. subfasciatus (Zsub) - 793 793 100% 0 100%
L. oryzophilus (Lory_B) B 793 793 100% 0 100%
I. persulcatus (wixpl) - 787 787 100% 0 99%
S.oryzag SONDYA) B 776 776 100% 0 99%
B. tabaci (Btab_B_wAl_27) B 754 754  100% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAl_39) B 754 754  100% 0 98%
E. furuhashi(wW-Efur) B 754 754  100% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-35) B 754 754  100% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_W5) B 754 754  100% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAll7_26) B 754 754  100% 0 98%
B. tabaci (wBtab) B 749 749  100% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28) B 732 732 100% 0 97%
L. melissa (Lmel_B) B 726 726 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_W2a) B 726 726 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11) B 726 726 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wAU_54) B 726 726 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-38) B 726 726 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41) B 726 726 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29) B 726 726 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42) B 726 726 100% 0 97%
C. palaemon (Cpln) - 726 726  100% 0 97%
A paphia (Apap) - 726 726  100% 0 97%
C. silvicola (Csil) - 726 726  100% 0 97%
P.icarus (Pica_B) B 726 726 100% 0 97%
C. glycerion (Cgly_B) B 726 726 100% 0 97%
H. horticola (Hhor_B_wHho) B 726 726 100% 0 97%
A punctidactyla (Apun_B) B 726 726 100% 0 97%
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B 726 726 100% 0 97%
M. fascifrons (wMfas1) B 726 726 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_W3) B 721 721 100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wAlI3_49) B 721 721  100% 0 97%

B. tabaci (Btab_B_wAIl9 43) B 721 721 100% 0 97%

SG, Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMB°Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; 9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi comparada
com a outra; ldent(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negrito iadicapas presentes em espé
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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Tabela Suplementar 9.Continuacdo

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

Hymenoptera Dryinidae (WWaspb) B 721 721 100% 0 97%
T. urticae (wUrtCon2) 721 721  100% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_wAlI1-30) 665 665  100% 0 95%

599 599  100% = 4e'™ 92%
584 584  98% 1e% 92%
577 577 100%  2e*’ 91%
577 577 100% 2 91%
577 577 100% 2 91%
571 571 100%  8e'®® 91%
562 562  98% 5g's 91%
562 562  98% 5gl6s 91%
562 562  98% 5gl63 91%
562 562  98% 5g's 91%
562 562  98% 5g's 91%
562 562  98% 5gl6s 91%
555 555  100%  8e'® 90%
549 549  100%  4e'** 90%
549 549  100%  4e'** 90%
544 544  100%  2e*’ 90%
544 544  100%  2e*’ 90%
540 540  98% 2e™° 90%
538 538 100%  8e'* 89%
538 538 100%  8e'*° 89%
538 538 100%  8e'*° 89%
538 538 100%  8e™* 89%
532 532 100%  4e™* 89%
532 532 100%  4e*** 89%

P. stubbendorffii (Pstu_B)

O. ovalipennis (Oova_B)

A emertoni (Aeme_A_LW5)

O. cacaliae (Ocac_A_wVvdO)

A albopictus (Aalb_A)

F. occulta (Focc_A)

B. tabaci (Btab_B_W1a)

C. oedippus (Coed_B)
E.kuehniella(Ekue_B)

Sitophilus sp. (BOTRY)

C. cephalonica (Ccep_B_BJ)

C. serratus (SP2)

P. coloradensis (Pcol_A)

Diptera (A_PanBCI_Calyp16)

E. kuehniella (wWKueUSDA)

Suillia sp. (A_Cobb27Hel)

O. clarus (Oclar_A)

B. afer (Bafe_B_wAfe_1)

A chilonis (Ach_A_wCh3)

E. kuehniella (Ekue_A)

Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph)
A sparsa (Aspa_A)

C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA)
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz)
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) 532 532 100%  4e'** 89%
C. alternans (Calt_B) 518 518  98% 16 89%
T. confusum (Tcon B_BhAvill AK) A 512 512  98% 5g'48 89%

> > > > > > 2> > E> > P> UEITEDEEENEE> > OO ER

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMS?Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; ¥9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi comparada
com a outra; Ident(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negrito indicgpagapresentes em espé(
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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Tabela Suplementar 10Porcentagem de Identidade de 62 sequéncias de cepas de Wolbachia origesthes d
wsp

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG* MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

Z. subfasciatus (Zsub) - 866 866 100% 0 100%
C. palaemon (Cpin) B - 812 812 100% 0 98%
C. oedippus (Coed_B) B 785 785 100% 0 96%
C. serratus (SP2) B 785 785 100% 0 96%
I. persulcatus (wixp1l) - 782 782 100% 0 96%
L. melissa (Lmel_B) B 782 782 100% 0 96%
C. glycerion (Cgly_B) B 778 778 92% 0 99%
Hymenoptera Dryinidae (wWaspb) B 778 778 92% 0 99%
H. horticola (Hhor_B_wHho) B 778 778 92% 0 99%
A punctidactyla (Apun_B) B 778 778 92% 0 99%
M. fascifrons (wMfas1) B 778 778 92% 0 99%
P. stubbendorffii (Pstu_B) B 776 776 100% 0 96%
B. tabaci (Btab_B_wAlI1-30) B 774 774 94% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11) B 774 774 94% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28) B 774 774 94% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-38) B 774 774 94% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41) B 774 774 94% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29) B 774 774 94% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42) B 774 774 94% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAU_54) B 773 773 92% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAIlI3_49) B 773 773 92% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAIlI9_43) B 773 773 92% 0 98%
C. silvicola (Csil) - 773 773 92% 0 98%
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B 773 773 92% 0 98%
T. urticae (wUrtCon2) B 773 773 92% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAl_39) B 769 769 92% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_W3) B 769 769 92% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_W?2a) B 769 769 92% 0 98%
B. tabaci (wBtab) B 764 764 92% 0 98%
Sitophilus sp. (BOTRY) B 764 764 100% 0 95%
S. oryzae (SONDYA) B 764 764  100% 0 95%

T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 760 760 92% 0 98%

SG, Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMB°Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; 9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi comparada
com a outra; ldent(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negrito indiograsipresentes em espé
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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Tabela Suplementar 10 Continuagéo

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

B. tabaci_(Btab_B_wAll7_26) B 756 778 94% 0 97%
B. tabaci (Btab_B_W1a) B 755 755 92% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAl_27) B 755 776 92% 0 98%
E. furuhashi(wW-Efur) B 755 776 92% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-35) B 755 776 92% 0 98%
B. tabaci (Btab_B_WS5) B 755 776 92% 0 98%
O. ovalipennis (Oova_B) B 755 755 92% 0 98%
A paphia (Apap) - 755 755 92% 0 98%
P. icarus (Pica_B) 755 755 92% 0 98%
B. afer (Bafe_B_wAfe_1) 746 767 92% 0 97%
L. oryzophilus (Lory_B) 693 693 92% 0 94%

578 578  90% 16’ 90%
529 550  99% 5g'*3 85%
502 502  91% 76 85%
448 448  90% 1e'%® 83%
439 439  93% 7% 82%
430 430  93% 3?3 82%
421 421  91% 2e™%0 81%
412 442  82% 98 84%
408 438  89% 1e™® 83%
405 405  94% 1e'® 80%
403 433  89% 5g't® 82%
403 433  89% 5glt® 82%
401 401  93% 2ett 80%
399 399  93% 6e™! 80%
398 428  82% 2e™3 84%
398 431  82% 2e't3 83%
A emertoni (Aeme_A_LWH5) 394 394  78% 2t 83%
O. cacaliae (Ocac_A_wVdO) 392 422  89% 9!t 81%
F. occulta (Focc_A) A 361 361 80% 1™ 82%

C. cephalonica (Ccep_B_BJ)

C. alternans (Calt_B)

E. kuehniella (Ekue_B)

Suillia sp. (A_Cobb27Hel)

Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph)
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz)
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA)
O. clarus (Oclar_A)

E. kuehniella (Ekue_A)

A albopictus (Aalb_A)

A chilonis (Ach_A_wCh3)

Diptera (A_PanBCI_Calyp16)

C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger)
E. kuehniella (WKueUSDA)

P. coloradensis (Pcol_A)

A sparsa (Aspa_A)

>> > > >>> 2> > >>>>>P>NDOODEED

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMS?Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; ¥9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi comj
com a outra; Ident(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negrito indicgpasapresentes em espé(
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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Tabela Suplementar 11Perfil WSP

Organismo hospedeiro (Cepa de Wolbachia) Supergrupo WSP* HVR1** HVR2** HVR3** HVR4**
Z. subfasciatus (Zsub) - Em submisséo 2 Em submisséac 3 102
T. urticae (wUrtCon2) B 537 2 17 3 216
L. oryzophilus (Lory_B) B 288 121 138 129 107
A punctidactyla (Apun_B) B 296 2 17 3 23
C. glycerion (Cgly_B) B 296 2 17 3 23
Dryinidae (wWaspb) B 296 2 17 3 23
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737hb) B 153 2 17 3 23
M. fascifrons (wMfas1) B 533 2 17 3 44
C. silvicola (Csil) - 697 2 17 3 23
H. horticola (Hhor_B_wHho) B 296 2 17 3 23
A paphia (Apap) - 116 69 17 3 23
P. icarus (Pica_B) B 116 69 17 3 23
I. persulcatus (wixp1l) - 294 125 141 124 102
C. palaemon (Cpln) - 698 201 35 24 84
C. oedippus (Coed_B) B 561 2 141 127 239
B. tabaci (wBtab) B 535 159 17 89 23
B. tabaci (Btab_B_WS5) B 163 78 88 90 23
B. tabaci (Btab_B_wAll7_26) B 665 78 88 90 2
B. tabaci (Btab_B_wAl_39) B 672 2 17 261 2

*wsp: Se refere ao respectivo numero de identificacao do perfil WSP, referemiseaegp de Wolbachia para cada cepa bacteriana presente no bancc
dados do site pubmist.org.

*HVR1, HVR2, HVR3 e HVR4 refere-se ao niumero de identificacdo de cadalasnquatro regides hivervariaveis da estrutura primaria da Proteina ¢
Parede de Wolbachia (WSP) presente no banco de dados do site pubmlst.org

Os nomes em negrito indicam as cepas presentes em espécies hospedeiras que atacam gnadesrmaz
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Tabela Suplementar 11Continuacao

Organismo hospedeiro (Cepa de Wolbachia) Supergrupo WSP* HVR1** HVR2** HVR3** HVR4**
E. furuhashii{W-Efur) B 163 78 88 90 2
B. tabaci (Btab_B_wAll6-35) B 163 78 88 90 23
B. tabaci (Btab_B_W?2a) B 165 2 20 3 23
P. stubbendorffii (Pstu_B) B 369 148 141 127 102
L. melissa (Lmel_B) B 294 125 141 127 102
B. tabaci (Btab_B_wAl_27) B 163 78 88 90 23
O. ovalipennis (Oova_B) B 63 19 17 24 33
B. tabaci (Btab_B_W3) B 165 2 20 3 23
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11) B 669 2 17 3 2
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41) B 669 2 17 3 2
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28) B 669 2 17 3 2
B. tabaci (Btab_B_wAU_54) B 160 2 17 3 23
B. tabaci (Btab_B_wAII9_43) B 160 2 17 3 23
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-38) B 669 2 17 3 2
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42) B 669 2 17 3 2
C. serratus (SP2) B 694 2 141 127 102
B. tabaci (Btab_B_ wAll1_29) B 669 2 17 3 2
B. tabaci (Btab_B_wAlI3_49) B 160 2 17 3 23
S. oryzae (SONDYA) B 678 88 151 141 300

*wsp: Se refere ao respectivo nimero de identificacdo do perfil WSP, referetecawwsp de Wolbachia para cada cepa bacteriana presente no bancc
dados do site pubmist.org.
*HVR1, HVR2, HVR3 e HVR4 refere-se ao niumero de identificacdo de cadalasnquatro regides hivervariaveis da estrutura primaria da Proteina ¢
Parede de Wolbachia (WSP) presente no banco de dados do site pubmist.org

Os nomes em negrito indicam as cepas presentes em espécies hospedeiras que atacam gmadssrmaz
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Tabela Suplementar 11Continuacao

Organismo hospedeiro (Cepa de Wolbachia) Supergrupo WSP* HVR1** HVR2** HVR3** HVR4**
B. tabaci (Btab_B_wAlI1-30) B 669 2 17 3 2
B. tabaci (Btab_B W1a) B 116 69 17 3 23
C. cephalonica (Ccep_B_BJ) B 10 10 8 10 8
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 29 22 17 3 22
Sitophilus sp. (BOTRY) B 678 88 151 141 300
B. afer (Bafe_B_wAfe_1) B 670 231 265 143 23
E. kuehniella (Ekue_B) B 19 14 16 18 16
C. alternans (Calt_B) B 8 7 7 8 7
A chilonis (Ach_A_wCh3) A 594 210 15 17 14
A albopictus (Aalb_A) A 1 1 1 1 1
O. clarus (Oclar_A) A 118 66 76 78 63
E. kuehniella (wWKueUSDA) A 83 51 55 15 57
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz) A 311 53 145 39 18
O. cacaliae (Ocac_A_w\VdO) A 666 229 263 260 293
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_ USA) A 587 52 28 110 241
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A 86 52 57 59 59
A emertoni (Aeme_A_ LW5) A 41 28 31 34 32
E. kuehniella (Ekue_A) A 18 13 15 17 14
Suillia sp. (A_Cobb27Hel) A 85 53 28 53 58

*wsp: Se refere ao respectivo niimero de identificacao do perfil WSP, referegemesp de Wolbachia para cada cepa bacteriana presente no ba
dados do site pubmist.org.

*HVR1, HVR2, HVR3 e HVR4 refere-se ao niumero de identificacdo de cada amguatro regides hivervariaveis da estrutura primaria da Proteil
Parede de Wolbachia (WSP) presente no banco de dados do site pubmlst.org

Os nomes em negrito indicam as cepas presentes em espécies hospedeiras que atacaaegrémtoar
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Tabela Suplementar 11Continuacao

Organismo hospedeiro (Cepa de Wolbachia) Supergrupo WSP* HVR1** HVR2** HVR3** HVR4**
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) A 586 52 57 39 18
A sparsa (Aspa_A) A 5 4 4 5 4
F. occulta (Focc_A) A 47 28 31 39 18
Diptera (A_PanBCI_Calyp16) A 57 9 99 12 35
P. coloradensis (Pcol_A) A 120 66 76 42 39

*wsp: Se refere ao respectivo nimero de identificacdo do perfil WSP, referemtecamwsp de Wolbachia para cada cepa bacteriana presente no bancc
dados do site pubmist.org.

*HVR1, HVR2, HVR3 e HVR4 refere-se ao nimero de identificagdo de cadalasnquatro regides hivervariaveis da estrutura primaria da Proteina ¢
Parede de Wolbachia (WSP) presente no banco de dados do site pubmist.org

Os nomes em negrito indicam as cepas presentes em espécies hospedeiras que atacamgmnadssrmaz
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Tabela Suplementar 12Porcentagem de identidade alinhamento do motivo HVR2 reconstruido in sikico
partir das sequéncias de DNA de 62 cepas de Wolbachia

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

95.1 95.1 100% 4% 100%

Z. subfasciatus (Zsub)
B

. tabaci (Btab_B_W1a) B 92.8 928 100% 3e 98%
B. tabaci (Btab_B_wAll1-30) B 928 92.8 100% 3e 98%
B. tabaci (wBtab) B 928 928 100% 3e’! 98%
B. tabaci (Btab_B_wAl_39) B 928 928 100% 3e’! 98%
O. ovalipennis (Oova_B) B 928 928 100% 3e’! 98%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11) B 928 928 100% 3e’! 98%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28) B 928 92.8 100% 3e 98%
B. tabaci (Btab_B_wAU_54) B 928 928 100% 3e’! 98%
B. tabaci (Btab_B_wAlII3_49) B 928 928 100% 3e’! 98%
B. tabaci (Btab_B_wAII9_43) B 928 92.8 100% 3e 98%
B. tabaci (Btab_B_wAll6-38) B 928 92.8 100% 3e 98%
B. tabaci (Btab_B_wWCN1_41) B 928 928 100% 3e’! 98%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29) B 928 928 100% 3e’! 98%
B. tabaci (Btab_B_wWCN1_42) B 928 92.8 100% 3e 98%
A paphia (Apap) - 92.8 92.8 100% 3e’! 98%
C. silvicola (Csil) - 928 928 100% 3¢ 98%
P.icarus (Pica_B) B 928 928 100% 3¢ 98%
C. glycerion (Cgly_B) B 928 92.8 100% 3e’! 98%
Hymenoptera Dryinidae_(wWaspb) B 92.8 928 100% 3e¥ 98%
H. horticola (Hhor_B_wHho) B 928 928 100% 3¢ 98%
A punctidactyla (Apun_B) B 928 928 100% 3¢ 98%
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B  92.8 92.8 100% 3e¥ 98%
M. fascifrons (wMfas1) B 92.8 928 100% 3e¥ 98%
T. urticae (wUrtCon2) B 928 928 100% 3¢ 98%
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 928 928 100% 3e’! 98%
B. tabaci (Btab_B_wAl_27) B 917 91.7 100% 9e3! 96%
E. furuhashi{W-Efur) B 917 91.7 100% 9e3! 96%
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-35) B 917 91.7 100% 9e™* 96%
B. tabaci (Btab_B_WS5) B 917 91.7 100% 9e™* 96%
B. tabaci (Btab_B_wAII7_26) B 917 91.7 100% 9e3! 96%

C. palaemon (Cpln) - 90.5 90.5 100% 2e%° 96%

SG, Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMB°Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; 9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi comparada
com a outra; ldent(%), porcentagem de identidade. Os nhomes em negrito indiogpasapresentes em espé«
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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Tabela Suplementar 12Continuacao

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

B. tabaci (Btab_B_W3) B 90.5 90.5 100% 2e%° 96%

B. tabaci (Btab_B_W2a) B 905 90.5 100% 2e* 96%
B. afer (Bafe_B_wAfe 1) B 824 824 100% 4e% 90%
Sitophilus sp. (BOTRY) B 728 728 100% 2e% 81%
S. oryzae (SONDYA) B 728 728 100% 26 81%
E. kuehniella (Ekue_B) B 724 724 100% 3e® 81%
P. stubbendorffii (Pstu_B) B 712 71.2 100% 1e% 79%
C. oedippus (Coed_B) B 712 71.2 100% 1e% 79%
. persulcatus (wixp1) - 712 712 100% 1e* 79%
L. melissa (Lmel_B) B 712 71.2 100% 1e* 79%
C. serratus (SP2) B 712 71.2 100% 1e? 79%
A. chilonis (Ach_A_wCh3) B 712 71.2 100% 1e% 79%
Diptera (A_PanBCl_Calyp16) B 712 71.2 100% 1e* 79%
E. kuehniella (Ekue_A) A 712 71.2 100% 1e* 79%
P. coloradensis (Pcol_A) A 68.9 68.9 100% 7e% 75%
O. clarus (Oclar_A) A 68.9 68.9 100% 7e% 75%
L. oryzophilus_(Lory_B) B 68.6 68.6 100% 1e* 77%
A sparsa (Aspa_A) A 68.2 68.2 100% 2e% 72%
O. cacaliae (Ocac_A_ wVdO) A 655 655 100% 2e?° 73%
A emertoni (Aeme_A_LWS5) A 647 64.7 100% 4e%° 71%
F. occulta(Focc_A) A 647 647 100% 4e%° 71%
C. alternans (Calt_B) B 628 62.8 100% 2e"° 69%
C. cephalonica (Ccep_B_BJ) B 628 62.8 100% 3e’? 69%
Suillia sp. (A_Cobb27Hel) A 624 624 100% 3e’? 73%
C.obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA) A 624 624 100% 3e™? 73%
C.obstrictugMarsham) (Cobs_A_Switz) A 624 624 100% 3e™? 73%
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) A 62 62 100% 5gt? 69%
C.obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) A 62 62 100% 5gt 69%
Aalbopictus (Aalb_A) A 593 59.3 100% 5¢'® 68%

E.kuehniella (WKueUSDA) A 57 57  100% 5e'’ 63%

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMS?Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; ¥9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi compars
com a outra; Ident(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negrito indicgpagapresentes em espé(
hospedeiras que atacam grédos armazenados.
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Tabela Suplementar 13Porcentagem de identidade do alinhamento do polipeptidio WSP reconstrsildo ia
partir das sequéncias de DNA de 62 cepas de Wolbachia

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC* (%) E-valor ldent.(%)

Z. subfasciatus (Zsub) - 317 317 100%  3e'® 100%
C. palaemon (Cpln) 306 306 100%  7e'*? 96%

B. tabaci (Btab_B_wAIlI1-30) B 295 295 100% 3’ 94%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_11) B 295 295 100% 3’ 94%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_28) B 295 295 100% 3’ 94%
B. tabaci (Btab_B_wAlI6-38) B 295 295 100% 3 94%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_41) B 295 295 100% 3’ 94%
B. tabaci (Btab_B_wAll1_29) B 295 295 100% 3’ 94%
B. tabaci (Btab_B_wCN1_42) B 295 295 100%  3e'’ 94%
B. tabaci (Btab_B_wAU_54) B 293 293 100% = 2e'%® 94%
B. tabaci (Btab_B_wAII3_49) B 293 293 100%  2e'% 94%
B. tabaci (Btab_B_wAII9_43) B 293 293 100%  2e'% 94%
C. silvicola (Csil) - 293 293 100% 2% 94%
C. glycerion (Cgly_B) B 293 293 100%  2¢'*° 94%
Hymenoptera Dryinidae (wWWaspb) B 293 293 100%  2e'% 94%
H. horticola (Hhor_B_wHho) B 293 293 100%  2e'% 94%
A punctidactyla (Apun_B) B 293 293 100% = 2¢'*° 94%
Diptera Chloropidae (B_NY_Chloro150737b) B 293 293  100%  2¢'%° 94%
T. urticae (wUrtCon2) B 292 292  93% 2% 99%
M. fascifrons (wMfas1) B 292 292  93% 2% 99%
C. oedippus (Coed_B) B 292 292 100%  2e'%° 93%
C. serratus (SP2) B 292 292 100%  2e'%° 93%
B. tabaci (Btab_B_W3) B 291 291 100%  8e'% 93%
B. tabaci (Btab_B_W?2a) B 291 291 100%  8e'% 93%
. persulcatus (wixpl) - 291 291 100%  8e'*° 93%
L. melissa (Lmel_B) B 291 291 100%  8e'*° 93%
B.tabaci_(Btab_B_wAl_39) B 290 290 100%  2e'® 93%
T. confusum (Tcon_B_BhAvill_AK) B 290 290 93% 2% 97%
P. stubbendorffii (Pstu_B) B 289 289 100%  4e'® 92%
Sitophilus sp. (BOTRY) B 289 289 100%  4e'® 92%
S. oryzae (SONDYA) B 289 289 100%  4e'® 92%

B.tabaci (wBtab) B 289 289 93% 4e'® 97%

SG, Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMB°Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; ¥ 9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi comparada
com a outra; ldent(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negrito indiogpasapresentes em espéi
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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Tabela Suplementar 13 Continuagéo

Organismo Hospedeiro (Cepa de Wolbachia) SG' MS? TS® QC*(%) E-valor Ident.(%)

B. tabaci (Btab_B_W1a) B 288 288 100%  1e'™ 93%
A paphia (Apap) 288 288 100%  1le'* 93%
P. icarus (Pica_B) 288 288 100%  1le'* 93%
O. ovalipennis (Oova_B) 288 288  93% 1e% 97%
B. tabaci (Btab_B_wAll7_26) 287 287 100%  2e'% 92%
B. tabaci (Btab_B_wAl_27) 285 285  93% 1e® 96%
E. furuhashi{W-Efur) 285 285  93% 1e® 96%
B. tabaci (Btab_B_wAII6-35) 285 285  93% 1e® 96%
B. tabaci (Btab_B_WS5) 285 285  93% 1™ 96%
B. afer (Bafe_B_wAfe 1) 278 278  93% ge'ot 95%
L. oryzophilus (Lory_B) 262 262 100% 1e™ 86%
C. cephalonica (Ccep_B_BJ) 251 251  100% 3e% 81%
C. alternans (Calt_B) 229 229  100% 28! 73%
E. kuehniella (Ekue_B) 228 228  93% 7¢% 78%
Suillia sp. (A_Cobb27Hel) 216 216  93% 47 74%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Switz) 211 211  100% 3e™ 71%
Coleoptera Staphylinidae (A_CobbStaph) 211 211  98% 4e™ 72%
P. coloradensis (Pcol_A) 209 209  94% 1e” 71%
O. clarus (Oclar_A) 209 209 93% 3e” 72%
A chilonis (Ach_A_wCh3) 208 208  98% 6e” 71%
O. cacaliae (Ocac_A_wVdO) 207 207  98% ge"? 71%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_USA) 205 205  97% 76’ 72%
A albopictus (Aalb_A) 203 203  96% 5g’t 70%
E. kuehniella (WKueUSDA) 202 202  93% 6e’ 73%
A sparsa (Aspa_A) 202 202  93% 76" 72%
C. obstrictus (Marsham) (Cobs_A_Ger) 202 202  100% 76" 70%
E. kuehniella (Ekue_A) 201 201  98% 4e"° 72%
Diptera (A_PanBCl_Calyp16) 200 200  98% 6e’° 72%
A emertoni (Aeme_A_LWH5) 197 197  93% 7% 69%
F. occulta (Focc_A) A 196 196 100% 2% 67%

>> > > >»> > 2> > >>> > > P> 0DOOEWELENIEEENEEDT

SG', Supergrupos de Wolbachia que podem ser classificados em AMB?Bdo inglés “Maximun Score” que
quer dizer Maxima Pontuac&o; ¥9o inglés “Total Score” que quer dizer pontuagio total; QC* (%), do inglés
“Query Cover Percentage” que significa o quanto em porcentagem de sequéncia uma sequéncia foi compars
com a outra; ldent(%), porcentagem de identidade. Os nomes em negrito indicepas presentes em espé
hospedeiras que atacam grédos armazenados
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8. ANEXO

Tabela Complementar 1.Relacéo de valores e pesos de graos de feijdo seco para impo

Peru México Colémbia
Valor (US$) Peso (Kg) Valor (US$) Peso (Kg) Valor (US$) Peso (Kg)

Ano

1997 618.660 787.000 0 0 0 0
1998 953.498 1.244.750 0 0 0 0
1999 575.229 771.000 0 0 0 0
2000 234.067 394.000 0 0 0 0
2001 294.095 495.656 0 0 0 0
2002 316.221 480.990 0 0 0 0
2003 153.306 230.000 0 0 0 0
2004 176.116 276.000 0 0 0 0
2005 91.379 111.020 87.350 62.680 0 0
2006 285.085 353.366 0 0 0 0
2007 351.591 356.452 0 0 0 0
2008 315.591 356.452 0 0 0 0
2009 264.757 307.246 0 0 0 0
2010 526,482 482.037 0 0 0 0
2011 1.099.013 840.192 0 0 0 0
2012 460.958 370.982 0 0 0 0
2013 507.085 465.000 0 0 0 0
2014 398.776 308.100 186.469  252.325 0 0
2015 499.214 345.000 0 0 0 0
2016  379.043 355.500 0 0 0 0
2017 238.640 232.943 0 0 0 0
2018  50.357 46.000 0 0 0 0

Obs: Os valores foram coletados até Abril de 2018
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Tabela Complementar 2.Relacéo de valores e pesos de graos de feijdo seco para exp

Peru México Colémbia
Valor (US$) Peso (Kg) Valor (US$) Peso (Kg) Valor (US$) Peso (Kg)

Ano

1997 0 0 0 0
1998 0 0
1999 0
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016 164 1

2017 26.618 45.996
2018 0 0 0 0
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Obs: Os valores foram coletados até Abril de 2018
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