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PREFÁCIO 

O presente trabalho prentende contribuir para o conhecimento das relações 

simbióticas entre Wolbachia e seus hospedeiros, que talvez esteja entre as mais estudadas 

em âmbito internacional. Apesar de ser um tema ainda pouco explorado na América do 

Sul, no Brasil as pesquisas nesse tema vêm tornando-se mais numerosas e os resultados 

apontam para um futuro promissor. A partir desse trabalho, a interação entre Wolbachia e 

os isópodos terrestres, investigada desde a década de 70 pelo LEES (Laboratoire Ecologie 

Evolution Symbiose) em Poitiers na França, passou a ser investigada em espécies 

endêmicas da América do Sul como resultado de parceria entre a instituição citada entre os 

Departamentos de Genética e de Zoologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.  

Em virtude do ineditismo dos dados e por se tratar de um documento de consulta 

para trabalhos futuros, a INTRODUÇÃO abrange não somente dados descritos na seção 

RESULTADOS, pois sua abrangência visa uma maior compreensão do tema por parte do 

leitor. O RESULTADOS estão apresentados em dois capítulos formatados em manuscritos 

a serem submetidos para publicação. No primeiro capítulo são descritos resultados 

referentes à diversidade de linhagens encontradas nas duas espécies investigadas (B. glaber 

e B. sellowii) e a prevalência das mesmas em populações estudadas ao longo da Planície 

Costeira do Rio Grande do Sul. No segundo capítulo os resultados referem-se à 

estruturação do mtDNA nessas mesmas populações e especula-se sobre o impacto de 

Wolbachia na estruturação observada do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 

I (COI). Segue-se um capítulo DISCUSSÃO, no qual os dados gerados ao longo do 

trabalho são discutidos de uma forma mais ampla em relação ao que são discutidos nos 

manuscritos. 
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RESUMO 
 
 

Embora muitos aspectos sobre a história de vida dos isópodos terrestres na América 

do Sul tenham sido investigados, alguns ainda são desconhecidos. Entre estes, está a 

relação simbiótica entre os isópodos terrestres e Wolbachia pipientis, uma espécie de 

alpha-proteobactéria, considerada um parasito intracelular obrigatório que infecta espécies 

de nematóides e praticamente todos os grupos de artrópodos, incluindo os isópodos 

terrestres (Oniscidea). Apesar de contestada, a filogenia mais aceita inclui as linhagens de 

Wolbachia em oito supergrupos (A-H), a partir da qual a transmissão horizontal (entre 

taxons) é corroborada. Wolbachia está presente em vários tecidos do hospedeiro, 

principalmente em tecidos reprodutivos e propaga-se por via materna para a prole, 

utilizando como estratégia de disseminação, a produção de fêmeas ao longo das gerações. 

Esse aumento na proporção de fêmeas surge como consequência dos fenótipos induzidos 

gerados pela interação Wolbachia-hospedeiro. A cotransmissão de Wolbachia e outros 

elementos presentes no citoplasma (p. ex. mitocôndrias) gera um desequilíbrio de ligação 

entre os mesmos. Este fenômeno juntamente com a taxa de transmissão vertical, 

competição entre linhagens e ancestralidade da invasão são fatores que podem contribuir 

para alterações na estruturação do mtDNA nas populações hospedeiras. Todas essas 

características fazem de Wolbachia um fator que pode estar envolvido no processo de 

especiação.  

O presente trabalho descreve o primeiro registro de Wolbachia em espécies de 

isópodos terrestres endêmicas da América do Sul, mais especificamente em duas espécies 

do gênero Balloniscus (Crustacea, Oniscidea). No total, foram observadas 16 novas 

linhagens em populações distribuídas ao longo da Planície Costeira do Rio Grande do Sul. 

A partir de uma abordagem populacional, observou-se variação nas prevalências intra e 

interespecíficas. Em média, as prevalências foram mais altas em populações de B. glaber 

do que em relação a B. sellowii. Todas as linhagens encontradas situaram-se dentro do 

Supergrupo B, no qual situam-se também as demais linhagens presentes em isópodos 

terrestres. Entretanto, as topologias geradas sugerem rotas de transmissão horizontais 

alternativas para as linhagens de Wolbachia encontradas em ambas as espécies de 

Balloniscus. 

 11



 A partir da idéia de impacto de Wolbachia sobre a estruturação do mtDNA, foi 

realizado um estudo genético populacional ao longo da Planície Costeira do Rio Grande do 

Sul baseado no gene COI. Apesar dos fracos indícios do impacto de Wolbachia sobre a 

estruturação do mtDNA, outros resultados foram alcançados. A história geológica de 

formação da Planície Costeira do Rio Grande do Sul parece ser diretamente associada aos 

agrupamentos (clados) observados. Os clados I, II e III incluiram populações de B. 

sellowii, enquanto que o clado IV foi composto exclusivamente por populações de B. 

glaber. As análises filogenéticas e a análise da variação genética entre as duas espécies 

sugeriram que existe um grande complexo composto pelas populações de B. sellowii e, 

possivelmente B. glaber seria uma espécie derivada de B. sellowii. Além disso, as análises 

sugerem ainda a população de São Lourenço do Sul (B. sellowii) pode se tratar ou de uma 

linhagem muito basal dentro do complexo B. sellowii ou de uma nova espécie. Essa 

populaçào apresentou os níveis de diversidade mais elevados, sendo lançada a hipótese de 

que Wolbachia poderia estar envolvida no polimorfismo observado.  
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ABSTRACT 

 

Although many aspects of the life history of South American terrestrial isopods 

have been investigated, some of them are still unknown. Among them is the symbiotic 

interaction between terrestrial isopods and Wolbachia pipientis, an alpha-proteobacteria, 

considered an obliglate intracellular parasite which infects nematodes species and almost 

all arthropods groups, including terrestrial isopods (Oniscidea). Despite some 

disagreements, the most accepted Wolbachia phylogeny is comprised by eight supergroups 

(A-H), from which the horizontal transmission is corroborated.  Wolbachia, is found in 

several tissues, mainly in reproductive ones; it is maternally disseminated to the progeny 

using as strategy, the production of females over the generations. This increase in female 

proportion arises as a consequence of induced phenotypes generated by the interaction 

between Wolbachia and its host. The cotransmission between Wolbachia and other 

cytoplasm elements (e.g mitochondria) creates linkage disequilibrium between them. This 

phenomenon together with the vertical transmission, competition between lineages and 

ancestry of the invasion are factors that may contribute to changes in the mtDNA structure 

over host populations. All these characteristics make Wolbachia a factor that may be 

involved in the process of speciation. 

 This study shows the first record of Wolbachia in endemic South American 

terrestrial isopods, specifically in two species of the genus Balloniscus (Crustacea, 

Oniscidea). Overall, 16 new strains were observed in populations distributed along the 

coastal plain of Rio Grande do Sul. Based on a population approach, we observed variation 

in intra and interspecific prevalences. On average, the prevalence was higher in B. glaber 

than in B. sellowii populations. All strains were grouped in supergroup B, in which all 

Wolbachia strains found in terrestrial isopods are situated. However, the topologies 

indicated alternative routes for horizontal transmission of Wolbachia found in both 

Balloniscus species. From the idea of Wolbachia impact on the mtDNA structuring, we 

conducted a genetic study population along the coastal plain of Rio Grande do Sul based 

on COI gene. Despite the weak evidence of the impact of Wolbachia on the mtDNA 

structuring, other results have been achieved. The geological history of formation of the 

Coastal plain of Rio Grande do Sul seems directly involved on the grouping (clades) 

observed. The clades I, II and III included populations of B. sellowii, while clade IV was 
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composed exclusively of populations of B. glaber. The phylogenetic and genetic variation 

analysis between the two species suggests that there is a large complex formed by the 

populations of B. sellowii and, possibly B. glaber may be a species derived from a B. 

sellowii. Furthermore, our analysis also suggests that the population of São Lourenço do 

Sul (B. sellowii) may be very basal lineage within the B. sellowii complex or a new 

species. This population showed the highest levels of diversity, and we hypothesized that 

Wolbachia could be involved in the observed polymorphism. 
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CAPÍTULO 1 

_____________________________________________________________________ 

INTRODUÇÃO 

 

1) Simbiose e Evolução 

 O termo simbiose foi definido pelo micologista alemão Anton de Bary (1879) como 

a convivência de organismos não similares ou simplesmente organismos com nomes 

diferentes. Posteriormente, o termo simbiose foi utilizado com o significado de associações 

biotróficas mutualísticas (Margulis, 1991), permanecendo até os dias atuais. De acordo 

com Parecer e Ahmadjian (2000), são três as associações interespecíficas consideradas 

como interações simbióticas: Mutualismo, Parasitismo e Comensalismo. Os autores ainda 

ressaltam que: 1) os limites entre cada uma dessas interações não são claros e que podem 

frequentemente ocorrer transições entre essas interações; 2) Dentre as interações citadas, o 

parasitismo parece ser a mais comum e, do ponto de vista evolutivo, o comensalismo e o 

mutualismo parecem surgir a partir do parasitismo. Com o objetivo de padronizar termos 

confusos utilizados na descrição das interações simbióticas, Starr (1975) criou um sistema 

de classificação para elas, a partir do qual um simbionte poderia ser classificado de acordo 

com a localização no corpo do hospedeiro, persistência, especificidade, dependência e 

pelos produtos gerados pela interação (Parecer e Ahmadjian, 2000). Da mesma forma, 

Margulis (1991) na tentativa de elucidar idéias equivocadas a respeito das interações 

simbióticas, categorizou as interações simbióticas em relações espaciais, temporais, 

metabólicas e genéticas. 

Independente das classificações utilizadas e dos vários termos empregados, as 

interações simbióticas são sem dúvida, fontes de inovações evolutivas. Todavia, houve 

muita relutância em admitir a importância dessas interações no contexto evolutivo, 

principalmente durante o século XX. Nesse período foram vários os autores que 
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defenderam a importância das interações simbióticas ao longo da evolução dos organismos 

e várias são as questões que explicam a desconsideração dada às interações simbióticas 

como fonte de inovação genética (Sapp, 1991). Atualmente, as interações simbióticas são 

consideradas centrais em debates sobre evolução com vários periódicos e revistas 

especializadas nessa temática.  

Na natureza existem vários exemplos de interações simbióticas entre espécies dos 

mais variados táxons, sendo observadas associações entre vírus, protistas, bactérias, 

animais e plantas (Parecer e Ahmadjian, 2000). Dentre os simbiontes mais comumente 

observados em artrópodos estão vários grupos de protozoóarios e bactérias, principalmente 

microsporídeos e gêneros como Cardinium, Spiroplasma, Arsenophonus, Rickettsia e 

Wolbachia, todos considerados “manipuladores da reprodução” (Gherna et al., 1991; Hurst 

et al., 1999a; Hurst et al., 1999b; Weeks et al., 2001; Ironside et al., 2003; Zchori-Fein e 

Perlman, 2004; Weeks e Stouthamer, 2004; Gotoh et al., 2007). Dentre estes, Wolbachia 

pode ser considerado o gênero de endossimbiontes mais observado em diferentes 

hospedeiros distribuídos em diversas partes do planeta e, consequentemente as interações 

simbióticas entre Wolbachia e seus hospedeiros estão entre as mais estudadas (Riegler e 

O’Neill, 2006). 

 

2) Um estudo de caso: Wolbachia pipientis 

2.1) Histórico 

Wolbachia pipientis é uma espécie de α-proteobactéria, considerada um parasito 

intracelular obrigatório situando-se filogeneticamente próxima aos gêneros Ehrlichia, 

Anaplasma et Neorickettsia (O’Neill et al., 1992). Ainda não há consenso entre os 

pesquisadores sobre o real status taxonômico de Wolbachia pipientis. Alguns acreditam ser 

 16



uma espécie formada por várias linhagens e outros acreditam que as diferenças entre estas 

são suficientes para serem descritas como espécies distintas (Lo et al., 2007). Devido a esta 

questão, grande parte da literatura, refere-se a espécie Wolbachia pipientis somente como 

Wolbachia.  

Wolbachia foi descoberta por Hertig and Wolbach (1924) em ovários de Culex 

pipiens (Diptera), sendo posteriormente descrita por Hertig em 1936 (Hertig, 1936). Apesar 

desta descoberta datar da década de 30, foi somente nas décadas de 70, 80 e 90 que os 

estudos sobre Wolbachia aumentaram significativamente; hoje existem vários grupos de 

pesquisa em praticamente todas as partes do mundo se dedicam a esta temática.  

 

2.2) Localização no hospedeiro e transmissão vertical e horizontal  

 Até o presente momento, Wolbachia foi detectada somente em invertebrados, mais 

especificamente em espécies de nematóides e praticamente em todos os grupos de 

artrópodos (Riegler e O’Neill, 2006). Wolbachia é uma bactéria gram negativa de forma 

cocóide ou baciliforme com duas membranas celulares e que estão enclausuradas dentro de 

um vacúolo (Hertig, 1936). O trabalho de Fenollar et al. (2003) foi o pioneiro no cultivo de 

Wolbachia fora das células hospedeiras, fato que era tido como improvável (O’Neill et al., 

1997; Dobson et al., 2002; Noda et al., 2002).  

Wolbachia é transmitida verticalmente para a prole através do citoplasma dos 

oócitos e está presente em tecidos não reprodutivos e, principalmente em tecidos 

reprodutivos, sendo estes infectados por via transovarial (Dobson et al., 1999; Taylor e 

Hoerauf, 1999). Em relação aos machos, durante a espermatogênese frequentemente 

Wolbachia é perdida do citoplasma das células espermáticas (Clark et al., 2002; Veneti et 

al., 2003).  
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Existem várias formas de identificá-la nos tecidos dos hospedeiros e dentre estas 

podem ser citados métodos histoquímicos, aqueles que utilizam anticorpos mono e 

policlonais e outros que utlizam hibridização in situ (Hertig, 1936; Heddi et al., 1999). Por 

outro lado, todas estas técnicas citadas são complementares à técnica de PCR a partir da 

qual são amplificados genes específicos de Wolbachia (ou parte destes) para a diagnose de 

infecção no hospedeiro (ver secção Wolbachia: aspectos filogenéticos). 

Como citado anteriormente, Wolbachia é transmitida verticalmente para a prole, 

podendo essa transmissão ser perfeita (infecção da prole ≅100%) ou imperfeita (infecção 

da prole <100%). A eficiência de transmissão tem sido muito estudada principalmente em 

espécies de Drosophila tanto em populações naturais quanto em populações mantidas em 

laboratório. Nas primeiras, têm sido observadas taxas de transmissões imperfeitas para a 

prole, enquanto em populações mantidas em laboratório observam-se mais frequentemente  

transmissões perfeitas (Hoffman and Turelli, 1988; Hoffmann et al., 1990; Rigaud e 

Juchault, 1992; Turelli e Hoffmann, 1995; Hofmann et al., 1998). Essa variação na 

eficiência de transmissão também tem sido observada em outras espécies (Hong et al., 

2002; Jiggins et al., 2002; Kittayapong et al., 2002; Rasgon e Scott, 2003; Cordaux et al., 

2004) e são vários os fatores relacionados à mesma: condições de cultivo, ocorrência de 

“antibióticos naturais”, existência de um sistema limitador da transmissão vertical presente 

no hospedeiro, ancestralidade da invasão e competição com outros simbiontes (Rigaud e 

Juchault, 1992; Clancy e Hoffmann, 1998; Merçot e Poinsot, 1998; Hong et al., 2002; 

Duron et al., 2008).  

Além de transmitida verticalmente, Wolbachia pode ser transmitida 

horizontalmente (entre taxons) de forma artificial e natural (Braig et al., 1994; Bouchon et 

al., 1998; Cordaux et al., 2001). A transmissão artificial ocorre normalmente através da 
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injeção de fluidos de indivíduos infectados em indivíduos não infectados da mesma espécie 

ou em espécies diferentes (Boyle et al., 1993; Rigaud e Juchault, 1995; Poinsot et al., 

1998; Sasaki e Ishikawa, 2000). Dessa forma, são realizadas simulações que avaliam o 

poder de penetrância de uma determinada linhagem em um novo hospedeiro (Riegler et al., 

2004). Dentre as possíveis rotas de transmissão natural a mais investigada é a interação 

parasitóide/parasita-hospedeiro através da qual linhagens de Wolbachia seriam 

transmitidas entre espécies distantes (Vavre et al., 1999; Noda et al., 2001). Por outro lado, 

outros trabalhos não encontraram evidências para sustentar esta rota de transmissão (West 

et al., 1998). A interação presa/predador seria uma rota possível de transmissão natural 

(Johanowicz e Hoy, 1996), assim como a divisão de recursos alimentares (Huigens et al., 

2004). Apesar das inúmeras evidências, não existe ainda comprovação experimental da 

frequência e das formas de transmissão horizontal natural. Por outro lado, a principal 

evidência para a sua existência baseia-se no fato que as diversas filogenias já construídas 

para Wolbachia não são as mesmas dos hospedeiros, ou seja, hospedeiros 

filogeneticamente próximos podem portar linhagens filogeneticamente distantes da 

bactéria. 

 

2.3) Aspectos filogenéticos 

 Atualmente, Wolbachia é a única espécie pertencente ao gênero Wolbachia, família 

Anasplamataceae, ordem Rickettsiales, que se situa filogeneticamente próximo a outros 

três gêneros da mesma família (Anaplasma, Ehrlichia and Neorickettsia) (Dumler et al., 

2001). Filogenias construídas basedas no gene 16S rDNA, definiram Wolbachia como um 

grupo natural (monofilético) (O’Neill et al., 1992; Bandi et al., 1998; Lo et al., 2002, Lo et 

al., 2007). Análises filogenéticas do mesmo gene (16S rDNA) e dos genes ftsZ (envolvido 
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no processo de divisão celular), groE (operon codificador de proteínas relacionadas ao 

estresse por calor), espaçador 2 (localizado entre os genes 23S e 5S rRNA) e wsp 

(codificador de uma proteína de superfície), dividiram o gênero em oito diferentes clados 

que, devido a literatura corrente, serão tratados como supergrupos (Masui et al., 1997; van 

Meer et al., 1999; Lo et al., 2002; Lo et al., 2007).  

Dessa forma, Wolbachia consiste em uma espécie dividida em oito supergrupos, 

sendo estes baseados principalmente nas análises dos genes 16S rDNA e ftsZ. Em virtude 

da falta de resolução das filogenias de Wolbachia com ambos os genes, foram desenhados 

primers para o gene wsp que possui uma taxa de evolução molecular muito mais rápida do 

que aqueles utilizados até então (Braig et al., 1998; Zhou et al., 1998). As análises 

filogenéticas baseadas no gene wsp mostraram uma maior quantidade de caracteres 

informativos, proporcionando um maior poder de resolução comparado com as análises 

baseadas nos outros genes citados (Zhou et al., 1998). Grande parte das linhagens que 

infectam artrópodos está situada em dois supergrupos estreitamente aparentados 

denominados A e B (Werren et al., 1995b), situando-se próximos ao Supergrupo G que 

comporta linhagens presentes em espécies de Arachnida, mais especificamente aranhas 

(Rowley et al., 2004). Por outro lado, alguns estudos sugerem que o Supergrupo G seja 

composto por linhagens recombinantes dos Supergrupos A e B (Baldo e Werren, 2007). Os 

Supergrupos E (colémbolos), F (isópteros e nematóides) e H (isópteros) também 

comportam linhagens presentes em artrópodos. Entretanto análises sugerem que as 

relações entre estes não seja tão estreita quanto aquelas sugeridas para os Supergrupos A e 

B (Vandekerckhove et al., 1999; Czarnetzki e Tebbe, 2004; Casiraghi et al., 2005; 

Bordenstein e Rosengaus, 2005). Apesar de também estarem presentes no Supergrupo F, a 

maior parte das linhagens presentes em nematóides são encontradas nos Supergrupos C e 
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D (Bandi et al., 1998). Além disso, no nematóide Dirofilaria repens ocorre uma linhagem 

muito divergente das conhecidas para o grupo que provavelmente constituiria um novo 

supergrupo, o mesmo ocorrendo para uma linhagem encontrada em espécies de pulgas 

(Siphonaptera) (Gorham et al., 2003; Casiraghi et al., 2005). 

Além de métodos de fluorescência citados para a detecção de Wolbachia, a 

amplificação de genes (ou parte destes) via PCR constitui-se o método mais utilizado. 

Dentre os genes mais utilizados estão 16S rDNA,  ftsZ e wsp que, da mesma forma são 

utilizados na identificação de novas linhagens via sequenciamento. Apesar disso, tais genes 

possuem limitações na identificação de novas linhagens. O gene 16S rDNA foi o primeiro 

a ser testado para a detecção de Wolbachia e ainda é bastante utilizado para esta finalidade 

por ser considerado o mais eficiente na detecção de linhagens de todos os supergrupos 

existentes (O’Neill et al., 1992; Werren et al., 1995b; Bandi et al., 1998; Vandekerckhove 

et al., 1999; Bouchon et al., 1998; Rowley et al., 2004; Bordenstein e Rosengaus, 2005). 

Apesar dessa característica, a detecção de Wolbachia através deste gene seria prejudicada 

devido ao seu baixo polimorfismo, tornando difícil à detecção não somente de uma nova 

linhagem, mas também de co-infecções (Riegler e O’Neill, 2006). Da mesma forma, 

devido as suas características e da forma de evoluírem os genes ftsZ e wsp apresentam 

limitações nas suas utilizações para fins filogenéticos (Schulenburg et al., 2000; Malloch e 

Fenton, 2005). Por exemplo, eventos de recombinação têm sido evidenciados, 

principalmente entre regiões do gene wsp (Werren e Bartos, 2001; Baldo et al., 2005). 

Além destes, o operon groE tem sido proposto como um gene potencial na construção de 

filogenias, pois contém regiões conservadas e variáveis e parece ser pouco propenso a 

recombinações (Baldo et al., 2006a). Ainda em relação as limitações dos genes citados, a 
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sensibilidade de tais genes pode estar diretamente relacionada a quantidade de DNA 

extraído, gerando falsos positivos e negativos nas reações de PCR (Hong et al., 2002). 

 Tendo em vista essas limitações e na tentativa de padronizar a identificação de 

novas linhagens, adaptou-se a técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST) (Baldo et al. 

2006b), utilizada tradicionalmente em estudos com bactérias patogênicas recombinantes 

(Maiden et al., 1998). A MLST desenvolvida para Wolbachia utiliza cinco genes 

conservados, (ftsZ, gatB, coxA, hcpA e fbpA) e que foram escolhidos segundo quatro 

critérios (presença na Ordem Rickettsiales, uma única cópia no genoma da linhagem wMel, 

ampla distribuição no genoma da linhagem wMel e evidência de forte seleção 

estabilizadora dentro do grupo Wolbachia) 

(http://pubmlst.org/wolbachia/info/genes.shtml). Esses genes foram testados inicialmente 

para linhagens dos supergrupos A e B e posteriormente para outras linhagens (Baldo et al., 

2006b; Baldo e Werren, 2007). Devido tanto às discrepâncias entre os resultados obtidos 

com genes isoladamente (p. ex, wsp) quanto as suas limitações em discriminar novas 

linhagens, vem sendo proposta a revisão de todos os supergrupos através da MLST (Baldo 

e Werren, 2007). Apesar da MLST estar proporcionando uma base padronizada de dados 

relativos às linhagens de Wolbachia, sobre a qual as filogenias poderão ser futuramente 

reconstruídas, a mesma pode ser limitada por eventos de seleção e recombinação dos genes 

propostos na mesma (Baldo et al., 2006a). 

 

2.4) Prevalência em populações hospedeiras 

Vários são os termos empregados em parasitologia em relação à frequência dos 

parasitas e muitos destes termos são empregados de forma equivocada. Em virtude de 

Wolbachia constituir-se parasito/mutual envolvido na reprodução, segue-se a definição do 
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termo Prevalência utilizado neste trabalho, sugerido por Margulis et al (1982) e ampliado 

por Bush et al (1997). 

Prevalência: número de hospedeiros infectados com um ou mais indivíduos de uma 

espécie parasita. Consiste em uma estatística descritiva para dados de presença/ausência 

do(s) parasito(s) em uma amostra de hospedeiros objetivando classificar os mesmos em 

infectados e não infectados. Possui como sinônimos os termos: percentagem de infecção, 

percentagem de infestação e extensão de infecção. 

 Estudos recentes estimam que Wolbachia infecta praticamente todos os grupos em 

Arthropoda (Werren et al., 1995a) e algumas espécies em Nematoda (Bandi et al., 1998; 

Taylor e Hoerauf, 1999). Dentre os artrópodos existem registros de infecção em Insecta 

com 17% a 75% de espécies infectadas (Jeyaprakash e Hoy, 2000; Plantard et al., 1999; 

Wenseleers et al., 1998; Werren et al., 1995a; Werren e Windsor, 2000), em Crustacea, 

mais especificamente em Oniscidea, com 61% de espécies infectadas (Bouchon et al., 

2008) e em Chelicerata (Breeuwer e Jacobs, 1996; Gotoh et al., 2003; Rowley et al., 

2004). Esta diversidade de hospedeiros infectados sugere que Wolbachia seja um parasito 

ubíquo com grande capacidade de adaptação a diferentes hospedeiros (Rigaud, 1999).  

Apesar do grande esforço dos pesquisadores em levantar dados sobre a prevalência 

de Wolbachia nos diversos grupos, tais dados foram e/ou podem estar sendo sub ou 

superestimados, com alguns fatores contribuindo fortemente para tais desvios (Cook e 

Butcher, 1999; Li et al., 2007; Hilgenboecker et al., 2008). Subestimativas estão 

relacionadas à falta de amostragens populacionais (nem todas as populações estão 

infectadas) e à coexistência de indivíduos infectados e não infectados em uma mesma 

população. Por outro lado, superestimativas podem ocorrer pelas mesmas razões expostas 

anteriormente e também pela Transferência Lateral de Genes (TLG). A partir do 
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sequenciamento de determinadas linhagens de Wolbachia (Wu et al., 2004; Foster et al., 

2005; Klasson et al., 2008), este fenômeno vem sendo demonstrado experimentalmente. A 

TLG consiste na transferência de gene(s) ou parte deste(s) entre Wolbachia e seu  

hospedeiro (Fenn et al., 2006; Blaxter, 2007; Hotopp et al., 2007; Klasson et al., 2009; Ros 

e Hurst, 2009; Woolfit et al., 2009). Uma consequência direta deste processo é a detecção 

de Wolbachia via PCR mesmo se o indivíduo testado não estiver realmente infectado ou 

mesmo se tais genes não se expressem (pseudogenes). Na espécie Callosobruchus 

chinensis (Coleoptera) constatou-se que nessas detecções, os genes wsp e ftsZ foram 

amplificados enquanto que, para os mesmos indivíduos, outros dois genes (groE  e 16S 

rDNA) as detecções foram negativas. Esse resultado foi atribuído à TLG observada entre o 

genoma da bactéria e um dos braços do cromossomo X. Aproximadamente 30% do 

material genético da linhagem de Wolbachia que infecta  Callosobruchus chinensis estaria 

inserida no genoma do mesmo (Kondo et al., 2002; Nikoh et al., 2008). 

 

2.5) Efeitos no hospedeiro 

 Como visto ateriormente, Wolbachia é encontrada em íntima associação com 

tecidos do hospedeiro, sendo transmitida via materna para a prole. Wolbachia utiliza como 

estratégia de disseminação, a produção de fêmeas ao longo das gerações, distorcendo a 

razão sexual da prole em favor das mesmas. Esse aumento na proporção de fêmeas surge 

como consequência dos efeitos induzidos gerados pela interação Wolbachia-hospedeiro. A 

literatura corrente trata tais efeitos como FENÓTIPOS e daqui a diante será citado dessa 

forma. Até o momento, cinco fenótipos foram descritos e estes serão detalhados a seguir. 

Incompatibilidade Citoplasmática (IC): observado em espécies de Diptera, 

Coleoptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Arachinida e Isopoda (Hoffman e Turelli, 1997). 
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A IC foi o primeiro fenótipo identificado associado à presença de Wolbachia, em 

mosquitos do gênero Culex, na década de 70, a partir da não obtenção de progênie em 

algumas direções de certos cruzamentos intraespecíficos. Yen e Barr (1971) estabeleceram 

que IC estava associada à presença da bactéria nos tecidos reprodutivos de fêmeas do 

mosquito, estabelecendo a relação de causa e efeito através de experimentos de cura por 

antibióticos. A partir desse experimento e das investigações posteriores, o modelo 

mod/resc foi sugerido para explicar a IC. O modelo descreve modificação do 

espermatozóide durante a espermatogênese (modification ou “mod function”) pela 

presença de Wolbachia, ocasionando a morte de embriões a menos que uma linhagem 

relacionada esteja presente nos oócitos. Dessa forma, reestabelece-se assim a viabilidade 

dos cruzamentos (rescue ou “resc function”). O modelo classifica as linhagens indutoras 

de IC de acordo com suas capacidades mod e resc. Por exemplo, uma linhagem 

classificada como mod+ resc+ pode “restaurar” modificações ocasionadas pela mesma 

linhagem enquanto outra classificada como mod- resc+ é incapaz de gerar modificações no 

espermatozóide, mas pode restaurar tais modificações geradas por linhagens relacionadas. 

Este modelo também é utilizado para explicar a IC bidirecional na qual indivíduos estão 

infectados com diferentes linhagens de Wolbachia ou ainda IC unidirecional na qual 

indivíduos estão infectados por quantidades variáveis de diferentes linhagens (Rigler e 

O’Neill, 2006) 

Em relação aos mecanismos citológicos envolvidos na IC, Wolbachia promove 

modificações no prónúcleo dos espermatózóides, impossibilitando o mesmo de completar a 

cariogamia durante a fertilização dos oócitos, ocasionando a letalidade dos embriões em 

espécies diplóides ou haplodiplóides e alterando a produção de machos em espécies 

diplóides (Breeuwer e Werren, 1993; Vavre et al., 2000). Apesar das bases moleculares e 
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bioquímicas da IC não serem bem conhecidas, análises citológicas sugerem que Wolbachia 

atuaria sobre proteínas que regulam o ciclo celular, retardando a entrada do prónúcleo 

masculino na primeira divisão mitótica por inibição direta ou indireta (Tram e Sulivam, 

2002; Tram et al., 2003).  

 Feminização: observado em espécies de Isopoda, Lepidoptera e Hemiptera 

(Bouchon et al., 1998; Hiroki et al., 2002; Hiroki et al., 2004; Negri et al., 2006). Assim 

como a IC, a feminização é um efeito induzido que culmina na transformação de machos 

genéticos em fêmeas funcionais. Como consequência direta, há um significativo aumento 

de fêmeas na descendência (>50%). Entre os Isopoda estudados, Armadillium vulgare é a 

espécie sobre a qual mais aspectos envolvidos na feminização são conhecidos. Assim 

como em espécies de Lepidoptera, em Isopoda as fêmeas são heterogaméticas (ZW) e os 

machos monogaméticos (ZZ). Em A. vulgare, além de Wolbachia foi identificado o 

elemento f que sugere-se ser uma parte do genoma da bactéria inserido de forma instável 

no genoma do hospedeiro (Legrand e Juchault, 1984; Juchault e Mocquart, 1993). Juchault 

e Mocquart (1993) sugeriram que tal elemento estaria integrado de maneira estável ao 

cromossomo Z, transformando este em um cromossomo W, sendo esta a principal via de 

surgimento de neofêmeas. Além disso, na mesma espécie foi identificado por cruzamento 

um gene autossômico chamado M, que atuaria sobre o cromossomo W, transformando 

fêmeas em machos. O gene M seria um gene de resitência que se comporta diferentemente 

na presença de Wolbachia e do elemento f, sendo o principal responsável pela geração de 

indivíduos interssexuados (Juchault e Legrand, 1976; Rigaud e Juchault, 1993). A geração 

de interssexuados também poderia estar relacionada à existência de um vírus 

masculinizante capaz de modificar caracteres sexuais secundários (Juchault et al., 1991). 
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Partenogênese: Em espécies haplodiplóides, principalmente em Hymenoptera, 

Arachnida e Thysanoptera, machos (haplóides) desenvolvem-se a partir de ovos não 

fecundados (partenogênese arrenótoca ou arrenotoquia) e as fêmeas (diplóides) a partir de 

ovos fecundados (partenogênese telítoca, ou telitoquia). Wolbachia induz a partenogênese 

telítoca ou telitoquia em ovos infectados através de interferências durante a segregação dos 

cromossomos. Dois núcleos haplóides fusionam-se no final da primeira divisào mitótica ou 

durante a interfase antes da segunda divisão (Gottlieb et al., 2002) e, dessa forma embriões 

desenvolvem-se em fêmeas diplóides (Stouthamer e Kazmer, 1994). As fêmeas infectadas 

são assim produzidas de maneira assexuada e suas descendências contêm duas vezes mais 

filhas, quando comparadas com aquelas de fêmeas não-infectadas (Stouthamer, 1997; 

Vandekerckhove et al., 1999). 

 Morte de machos: Efeito observado em espécies de Coleoptera, Diptera e 

Lepidoptera (Fialho e Stevens, 2000; Hurst e Jiggins, 2000; Majerus et al., 2000). 

Wolbachia causa a morte de machos no início do desenvolvimento embrionário, 

ocasionando um forte desvio da proporção sexual das proles para as fêmeas. A morte dos 

machos aumentaria o fitness das fêmeas, pois estas poderiam se alimentar dos machos 

mortos, reduzindo a competição entre os descendentes ou ainda diminuindo o risco de 

cruzamentos entre aparentados (Zeh et al., 2005). 

Apesar de muitas vezes serem mais frequentes em determinados taxa, tais efeitos 

induzidos ou fenótipos não são taxon/específicos e alguns trabalhos vem demonstrando 

que em uma escala evolutiva praticamente instantânea, Wolbachia pode induzir diferentes 

fenótipos em hospedeiros filogeneticamente muito próximos (Jaenike, 2007). Nesse estudo 

o autor, em experimentos de introgressão, infectou Drosophila subquinaria (espécie 

naturalmente não infectada) a partir de D. recens (espécie infectada com uma linhagem 
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causadora de IC). O autor constatou a ausência de efeito induzido em algumas populações, 

mas o fenótipo Morte de Machos em outras. Além disso, cruzamentos entre indivíduos de 

populações das duas espécies evidenciaram um sistema de resistência a este efeito, sendo 

este dominante, autossômico, multigênico e dependente do genótipo do zigoto e não dos 

genótipos parentais. Os resultados sugeriram que os fenótipos induzidos por Wolbachia são 

imprevisíveis em um novo hospedeiro mesmo que este seja filigeneticamente muito 

próximo a outra espécie na qual o efeito é conhecido.  

Impacto sobre o fitness: Baseado no fato de que a invasão e manutenção de um 

simbionte verticalmente transmitido é amplamente dependente do sucesso reprodutivo do 

hospedeiro, criou-se uma idéia clássica de que tais simbiontes seriam selecionados para 

aumentar o fitness do hospedeiro, uma relação de simbiose mutualística (Fine, 1975; 

Yamamura, 1993). Este tipo de associação é observada entre Wolbachia e hospedeiros 

nematóides (Bandi et al., 2001). Uma exceção à idéia clássica sobre simbiose mutualística 

é a do parasitismo reprodutivo (Werren e O’Neill, 1997), a partir do qual um simbionte 

verticalmente transmitido pode facilmente espalhar-se dentro de uma população mesmo se 

a infecção acarretar algum custo para o fitness do hospedeiro. Esse tipo de associação 

normalmente observada entre Wolbachia e hospedeiros artrópodos e efeitos sobre o fitness 

tem sido descritos para várias espécies de Diptera, Coleoptera e Hymenoptera (Hoffmann e 

Turelli, 1988; Wade e Chang, 1995; Hariri et al., 1998; Bordestein e Werren, 2000; 

Dedeine et al., 2001; Tagami et al., 2001; Dedeine et al., 2004, 2005) Estes podem ser 

medidos em fêmeas, machos ou ambos, os efeitos podem ser negativos, positivos ou 

inexistentes, ou ainda efeito temporário (limitado a um pequeno número de gerações 

seguidos da perda da infecção), permanente ou de duração indeterminada (Bordestein e 

Werren, 2000). Apesar dessa idéia de relações mutuais Wolbachia-hospedeiros 
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nematódeos e relações parasitárias entre Wolbachia-hospedeiros artrópodos, muitas dessas 

relações não são estáticas e há frequentemente transições de um tipo para o outro (Paracer 

e Ahmadjian, 2000). Weeks et al. (2007) observaram que modificação nessas relações 

entre Wolbachia e populações de Drosophila simulans. Globalmente, a presença de 

Wolbachia diminuia o fitness em fêmeas infectadas e estas, ao longo de duas décadas de 

análise, tornaram-se mais fecundas. 

  

2.6) Impacto sobre a genética das populações hospedeiras 

 Como visto anteriormente, Wolbachia está presente no citoplasma de células 

hospedeiras e manipula sua reprodução, favorecendo fêmeas infectadas. A partir desse 

favorecimento, não somente Wolbachia, mas outros elementos presentes no citoplasma, 

como por exemplo as mitocôndrias, são cotransmitidos através do efeito “carona”, gerando 

um desequilíbrio de ligação (processo equivalente a quebra de ligação entre genes 

nucleares recombinantes). Dessa forma, Wolbachia encontra-se em desequilíbrio de 

ligação com as mitocôndrias e consequentemente com o mtDNA e este processo, 

juntamente com fatores como competição entre linhagens, taxa de transmissão vertical e 

ancestralidade da invasão por Wolbachia em uma determinada população, são fatores que 

podem contribuir para alterações da diversidade mitocondrial (mudança na frequência de 

haplótipos, na repartição de mutações entre os haplótipos, etc) (Hurst e Jiggins, 2005)  

 Essas alterações da diversidade mitocondrial referem-se ao aumento ou diminuição 

do polimorfismo mitocondrial, sendo este fenômeno diretamente relacionado a fatores já 

elencados. De forma geral, em um cenário envolvendo somente uma linhagem invasora em 

uma população livre de Wolbachia, à medida que a sua prevalência aumenta em uma dada 

população, pode ocorrer uma redução do polimorfismo mitocondrial, modificando a 
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frequência de mitotipos. Esse fenômeno ocorreria caso um mitotipo mais frequente 

estivesse associado a indivíduos infectados e outros mitotipos, mais raros não estivessem 

associados à Wolbachia. Essa redução do polimorfismo mitocondrial pode ser ainda maior, 

se uma nova linhagem de Wolbachia mais competitiva aparecer (por mutação ou 

transferência horizontal) e invadir sucessivamente a população hospedeira (Maynard-Smith 

e Haigh, 1974; Tajima, 1989). Alguns estudos vêm mostrando esta associação entre 

Wolbachia e um polimorfismo reduzido (Ballard et al., 1996; Johnstone e Hurst, 1996; 

Dean et al., 2003).  

 Em uma situação mais complexa, pode-se imaginar múltiplas infecções (por 

diferentes linhagens de Wolbachia), esperando-se uma dinâmica similar aquela observada 

no caso de infecções simples. Por outro lado, esta dinâmica pode ser alterada, caso  

diferentes linhagens estejam associadas a diferentes haplótipos. De uma forma geral, 

ocorrerá uma diminuição da diversidade mitocondrial em consequência de um balanço 

seletivo em um dado mitotipo associado a uma das linhagens. Por outro lado, este pode ser 

mantido caso as diferentes linhagens de Wolbachia possuam diferentes prevalências na 

população (Jiggins, 2003; Reuter e Keller, 2003; Hiroki et al., 2004).  

Ainda em relação a múltiplas infecções, linhagens de Wolbachia podem competir 

em uma população hospedeira e esta pode alterar a diversidade mitocondrial.  A presença 

de uma linhagem residente (associada a um dado haplótipo) pode impedir (por competição) 

a propagação de uma linhagem invasora (associada a outro haplótipo) e, dessa forma 

limitar o fluxo gênico entre as populações (James e Ballard, 2000; Baudry et al., 2003; 

Jiggins, 2003).  

 Além do número de linhagens de Wolbachia, outros dois fatores contribuem para 

alterações da diversidade mitocondrial: a ancestralidade da infecção por Wolbachia em 
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uma população e a taxa de transmissão da mesma para a prole (transmissão vertical). 

Quanto mais antiga for a infecção e mais baixa for a taxa de transmissão vertical, menos 

considerável será a alteração do polimorfismo dos invidíduos infectados. Ns borboletas 

Acraea encedon e A. encedena, por exemplo, há diferenças na ancestralidade de invasão 

das populações e na taxa de transmissão. A primeira apresenta uma infecção por 

Wolbachia mais ancestral e uma menor taxa de transmissão, fatores estes relacionados à 

falta de polimorfismo mitocondrial, que, por outro lado foi reduzido na segunda espécie 

(Jiggins, 2003). Ainda em relação à ancestralidade da infecção, quanto mais ancestral for a 

infecção maior será a probabilidade de aumentarem mutações neutras ocorrentes no 

mtDNA. Dessa forma, o polimorfismo mitocondrial em uma população pode aproximar-se 

a situação esperada em uma hipótese de neutralidade (Keller et al., 2004; Marshall, 2004; 

Hurst e Jiggins, 2005).  

Em relação à transmissão vertical, quando esta é imperfeita, somente novas 

mutações ocorrentes no mtDNA serão transmitidas e fixadas em uma dada população. 

Dessa forma, o tamanho efetivo da “população” de mtDNA será restrito ao das fêmeas 

infectadas (Johnstone e Hurst, 1996). Este fenômeno será mais pronunciado em linhagens 

pouco prevalentes, como linhagens presentes em espécies de Drosophila (Dyer e Jaenike, 

2004). 

Além de influenciar o polimorfismo mitocondrial de invidíduos infectados, 

Wolbachia também pode influenciar o polimorfismo mitocondrial de indíviduos não 

infectados, visto que a sua transmissão nem sempre é perfeita para a geração seguinte. 

Dessa forma há uma constante produção de indivíduos não infectados que possuem o 

mitotipo associado à infecção. Se tais indivíduos forem fêmeas seu haplótipo associado 

poderá manter-se no pool de indivíduos não infectados e, devido à continua produção 
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desses indivíduos por fêmeas infectadas, a frequência do haplótipo inicialmente associado 

à Wolbachia aumentará regularmente em frequência no pool de indivíduos não infectados. 

Tal processo poderá gerar uma forte redução na frequência dos haplótipos originais no 

pool de indivíduos não infectados, alterando assim a diversidade haplotípica (Turelli et al, 

1992; Jonhstone e Hurst, 1996) 

 Da mesma forma, uma linhagem Wolbachia que infecta uma determinada espécie, 

devido ao fenômeno de transmissão horizontal, pode alterar a diversidade mitocondrial de 

uma outra espécie (Rousset e Solgnac, 1995; Ballard, 2000; Lachaise et al., 2000; Jiggins, 

2003; Narita et al., 2006). A consequência principal desse fenômeno é uma forte redução 

da diversidade mitocondrial. Por outro lado, a infecção por Wolbachia pode aumentar a 

divergência entre mtDNA de duas espécies diferentes (Shoemaker et al., 2004). Além de 

consequências sobre a diversidade do mtDNA, a presença de Wolbachia pode impactar 

genes nucleares, cujos efeitos ainda são pouco conhecidos (Telschow, 2006; Engelstadter e 

Hurst, 2007). Embora esses estudos sejam preliminares, a utilização de marcadores 

moleculares nucleares pode auxiliar na detecção do impacto de Wolbachia sobre o mtDNA 

(Verne et al., em preparação). 

  

2.7) Especiação 

 Apesar de não existir consenso em considerar Wolbachia o principal  agente 

envolvido no processo de especiação, inúmeros trabalhos evidenciam que a bactéria é um 

fator importante neste processo (Wade 2001; Weeks et al., 2002; Charlat et al., 2003). 

Wolbachia é capaz de modificar as capacidades reprodutivas dos machos e das fêmeas sem 

que necessariamente tenha ocorrido uma longa coevolução com o hospedeiro (West et al., 

1998). Basicamente, Wolbachia atuaria como agente especiador através de três vias: 
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Indução de Partenogênese, IC unidirecional e IC bidirecional (Rokas, 2000). Na primeira 

via, partindo-se do pressuposto da fixação de linhagens indutoras de Partenogênese 

Telítoca e de uma longa persitência na população, “espécies assexuadas” seriam 

originadas. A partir dos pressupostos citados, seria esperado que tais “espécies assexuadas” 

estarivessem sujeitas a um processo irreverssível à condição sexual, devido ao acúmulo de 

mutações deletérias em genes envolvidos na reprodução sexual (Werren, 1997). Estas 

evidências diretas e indiretas da ocorrência deste processo em algumas espécies (Zchori-

Fein et al., 1992; 1995; Pijls et al., 1996) tem sido observadas. Através da segunda via, 

Wolbachia atuaria como uma das possíveis barreiras reprodutivas entre duas espécies, 

reforçando o processo de especiação (Shoemaker et al., 1999) e, através da terceira via, 

Wolbachia seria capaz de limitar fluxo gênico em populações infectadas por diferentes 

linhagens que induzem IC bidirecional e também de promover o surgimento de 

mecanismos de isolamento reprodutivo através da redução do valor seletivo de 

cruzamentos entre populações (West et al. 1998; Shoemaker et al., 1999; Bordenstein et 

al., 2001; Telschow, 2005). Todavia é difícil de evidenciar se o isolamento reprodutivo 

entre duas espécies próximas, surge antes ou depois da infecção por diferentes linhagens de 

Wolbachia. Bordenstein et al (2001) evidenciaram que Wolbachia pode induzir um 

isolamento reprodutivo entre duas espécies de Nasonia mesmo antes do surgimento de 

mecanismos de isolamento reprodutivo como, esterilidade e não viabilidade dos híbridos. 

Apesar dessas evidências, a função de Wolbachia como agente envolvido na especiação 

ainda trata-se de uma questão muito controversa. 

 

2.8) Estudos em isópodos terrestres 
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Os isópodos terrestres, conhecidos como tatuzinhos de jardim são crustáceos 

pertencentes à Superordem Peracarida, Ordem Isopoda e Subordem Oniscidea. Atualmente 

são conhecidas cerca de 3700 espécies, ocorrentes em todos os continentes (Schmalfuss, 

2003). Evoluíram a partir de ancestrais marinhos e, apesar de limitações na habilidade de 

conservar água, foram capazes de habitar desde a zona litoral até campos, florestas, 

cavernas e desertos, demonstrando um enorme potencial adaptativo (Warburg, 1987). Os 

isópodos formam um grupo representativo da fauna de solo, exercendo grande influência 

na dinâmica da mesma. Além de participarem da formação do solo são importantes na 

reciclagem de nutrientes, bem como constituem fonte alimentar para uma variedade de 

organismos. Alimentam-se normalmente de plantas mortas, embora possam consumir 

também restos de animais mortos. Entre seus predadores destacam-se as aves, alguns 

mamíferos, anfíbios, algumas espécies de aranhas, insetos e miriápodos (Sutton, 1980). Os 

isópodos terrestres têm uma grande importância na ciclagem de nutrientes, devido a sua 

participação nas cadeias alimentares como detritívoros. Desta forma, ao consumir as folhas 

em decomposição, eles as retornam ao ambiente, através de suas fezes, de forma 

particulada, o que permite a ação mais rápida dos decompositores, devolvendo ao solo os 

nutrientes importantes para a produção primária. Estima-se que algumas de suas espécies, 

mais especificamente Atlantoscia floridana e Balloniscus glaber são capazes de processar 

860 Kg de folhas por hectare/ano (Quadros e Araujo, 2008).  

Em isópodos terrestres, Wolbachia foi observada pela primeira vez por Martin et al 

(1973) em Armadillidium vulgare e, posteriormente confirmada pelos trabalhos de Rousset 

et al. (1992) e Bouchon et al. (1998). A partir desta descoberta, seguem-se inúmeros 

trabalhos realizados no LEES (Laboratoire Ecologie Evolution Symbiose), situado em 
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Poitiers, França, utilizando A. vulgare e outras espécies como modelo de estudos sobre a 

sua interação com Wolbachia.  

 As análises filogenéticas realizadas com base nas seqüências dos genes 16S rDNA, 

wsp, groE e ftsZ, indicaram que as linhagens que infectam isópodos terrestres possuem 

uma origem polifilética dentro do Supergrupo B. Apesar disso, grande parte das sequências 

de Wolbachia que infectam isópodos terrestres dentro de um subclado denominado 

Oniclade (Cordaux et al., 2001; Bouchon et al., 2008). As filogenias sugerem a ocorrência 

de transmissão horizontal não somente entre espécies de isópodos terrestres, mas também 

entre algumas destas e outros taxons (Cordaux et al., 2001). Apesar de alguns testes 

realizados para presença de Wolbachia em espécies endêmicas da América do Sul (Caubet 

Y, comunicação pessoal), os resultados foram todos negativos. Em 2007, algumas 

populações do gênero Balloniscus Budde-Lund, 1908 (Isopoda, Oniscidea, Balloniscidae) 

foram investigadas e em vários indivíduos a presença da bactéria foi observada.  

O gênero Balloniscus Budde-Lund, 1908, está representado por 6 espécies, com 

duas espécies endêmicas dos Estados Unidos. B. nigricans (Budde-Lund, 1885), B. 

brevicornis (Budde-Lund, 1885) e outras 4 espécies que ocorrem na América do Sul: B. 

paraguayanus (van Name, 1936), B. maculatus (Budde-Lund, 1885), B. sellowii (Brandt, 

1833) e B. glaber Araújo e Zardo, 1995 (Schmalfuss, 2003). É possível que as espécies 

registradas para os EUA pertençam a outros gêneros.  

No Rio Grande do Sul, são encontradas duas espécies: B. sellowii (Prancha 1 - 

Anexo I) e B. glaber (Prancha 2 - Anexo I). Segundo Lemos de Castro (1976) a área de 

distribuição de B. sellowii se situa entre os paralelos 20° e 40° sul, distribuindo-se desde o 

sudeste brasileiro até o sul da América do Sul. Por outro lado, B. glaber apresenta uma 

distribuição muito mais restrita, sendo encontrada quase que exclusivamente na Planície 
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Costeira do Rio Grande do Sul (Araújo, 1992).  Em suas coletas, observou que as duas 

espécies ocupam ambientes ecologicamente diferentes, sendo B. sellowii geralmente 

encontrado em ambientes com influência antrópica, como terrenos baldios, pátios de 

residências, monoculturas, etc, enquanto que B. glaber é encontrado quase que 

exclusivamente em ambientes mais conservados comparados com os primeiros, sendo 

abundantes em matas nativas. 

Como visto anteriormente, a presença de Wolbachia pode alterar o polimorfismo de 

genes nucleares e, principalmente o polimorfismo de genes mitocondriais. Estudos 

genético populacionais com isópodos terrestres estão tornando-se mais frequentes, 

principalmente aqueles utilizando genes mitocondriais (Charfi-Cheikrouha, 2003; Klossa-

Kilia et al., 2006; Parmekelis et al., 2008; Poulakakis e Sfenthourakis, 2008). Em geral, 

tais estudos concluem que as populações de isópodos terrestres estão relativamente bem 

estruturadas (pouco fluxo gênico) e dessa forma, o status taxonômico de muitas destas 

deve ser revisado. Apesar dessas conclusões, grande parte dos estudos que utilizam 

marcadores mitocondriais, não citam a investigação sobre a presença/ausência de 

Wolbachia nas populações e são raros os estudos que investigam um possível efeito sobre a 

diversidade mitocondrial. Marcadé et al. (1999) e Michel-Salzat e Bouchon (2001) 

observaram a presença de dois grupos de haplótipos mitocondriais (PpA e PpB) em 

populações de Porcellionides pruinosus relacionados a três linhagens distintas de 

Wolbachia (wPruI, wPruII e wPruIII). Nos haplótipos do grupo PpA foram observadas 

infecções pelas três linhagens enquanto aqueles do grupo PpB somente por wPruI. Os 

autores atribuíram a total falta de polimorfismo nas populações francesas de P. pruinosus à 

presença de uma das linhagens (wPruIII).  Da mesma forma, Verne et al (em preparação) 

analisando genes mitocondriais de Armadillidium vulgare observaram, baixos níves de 
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diversidade em relação a outros estudos realizados com a mesma espécie (Grandjean et al., 

1993; Rigaud et al., 1999). Em populações de A. vulgare foram observadas as três 

linhagens de Wolbachia descritas para a espécie (wVulC, wVulM e wVulP) associadas a 

oito haplótipos mitocondriais. Os autores observaram desequilíbrio de ligação entre 

infecção por Wolbachia e mtDNA, com associação de alguns haplótipos a algumas 

linhagens, sugerindo um efeito da infecção sobre o polimorfismo mitocondrial. Além 

disso, a análise da estruturação de tais haplótipos mostrou-se incongruente com os 

resultados obtidos a partir de genes nucleares (microssatélites), sugerindo que Wolbachia 

estaria envolvida nesse processo.  

Os estudos sobre Wolbachia vêm ganhando atenção da comunidade científica na 

América do Sul, especialmente no Brasil (Ciociola Jr et al., 2001; Selivon et al., 2002; 

Heukelbach et al., 2004; Rocha et al., 2005; Cônsoli e Kitajima, 2006; Souza et al., 2009). 

Além dos trabalhos citados, outros trazem informações sobre espécies infectadas por 

Wolbachia, ocorrentes no Brasil (Shoemaker et al., 2000; Ono et al., 2001; Vega et al., 

2002; Dittmar e Whiting, 2004; Reuter et al., 2005; Lo e Evans, 2007). Apesar dessas 

descobertas e avanços, as investigações acerca do tema ainda são escassas, tendo em vista 

a diversidade faunística observada na América do Sul e particularmente no Brasil. A partir 

dessa diversidade, imagina-se que o número de espécies infectadas (principalmente 

artrópodos) por Wolbachia seja muito alto. Em relação aos isópodos terrestres existem 

aproximadamente 3700 espécies descritas de em todo o mundo e destas aproximadamente 

130 ocorrem no Brasil (endêmicas e introduzidas) (Schmalfuss, 2003). Dessa forma, o 

objetivo mais amplo do presente trabalho foi evidenciar a presença de bactérias do gênero 

Wolbachia em espécies de isópodos terrestres endêmicos na América do Sul, 
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especialmente em duas espécies do gênero Balloniscus. Uma vez constatada a presença da 

bactéria traçaram-se os seguintes objetivos específicos: 

1) Através da amplificação do gene 16S rDNA, analisar a presença/ausência de 

Wolbachia em diferentes populações de Balloniscus glaber e B. sellowii ao longo da 

Planície Costeira do Rio Grande do Sul; 

2) Através de análises filogenéticas, analisar a diversidade de linhagens 

encontradas e comparar as relações de parentesco de tais linhagens entre si e com outras 

encontradas em diferentes hospedeiros. 

3) Através da amplificação do gene mitocondrial citocromo-oxidase subunidade I 

(COI), analisar não somente as relações de parentesco intra e interespecífica entre duas 

espécies do gênero Balloniscus ao longo da Planície Costeira do Rio Grande do Sul, mas 

também um possível impacto de Wolbachia na diversidade mitocondrial observada. 
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Abstract  

We infer phylogenetic relationships two species of the genus Balloniscus distributed in the 
Coastal Plain of Southern Brazil, comparing partial mitochondrial DNA sequences of 
cytochrome oxidase subunit I (COI). Maximum likelihood (ML) and Bayesian inference 
(BI) analyses produced topologically identical trees that revealed complex phylogenetic 
relationships. Four clades were evidenced (three clades of B. sellowii and one clade of B. 
glaber populations). The geological history of formation of the Coastal plain of Rio 
Grande do Sul seems directly involved on the grouping (clades) observed. The 
phylogenetic and genetic variation analysis between the two species suggests that there is a 
large complex formed by the populations of B. sellowii and, possibly B. glaber may be a 
species derived from a B. sellowii. Furthermore, our analysis also suggests that the 
population of São Lourenço do Sul (B. sellowii) may be very basal lineage within the B. 
sellowii complex or a new species. This population showed the highest levels of diversity, 
and we hypothesized that Wolbachia could be involved in the observed polymorphism. 
 
  
Introduction 

Classically, phylogenetic relationships among terrestrial isopods (Crustacea, 

Isopoda, Oniscidea) has been investigated based on anatomical/morphological characters 
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(Schmalfuss, 1989; Wägele, 1989; Leistkow, 2001; Schmidt, 2002). In the last decade the 

phylogenetic relationships among congeneric species (or populations of nominal species) 

are being reassessed based on molecular data, especially using (mt)DNA genes (Marcadé 

et al., 1999; Michel-Salzat & Bouchon, 2000; Rivera et al., 2002; Wetzer, 2002; Charfi-

Cheikrouha, 2003; Mattern, 2003; Taiti et al., 2003; Klossa-Kilia et al., 2006; Parmekelis 

et al., 2008; Poulakakis & Sfenthourakis, 2008). Globally, these studies have shown 

incongruence between patterns obtained from molecular and morphological data, 

suggesting that the taxonomic level of some populations which show a large genetic 

divergence should be reevaluated. On the other hand, high levels of (mt)DNA structure 

may also be explained by the low dispersion capabilities of species, by biogeographical 

events and/or ecological specialization (Klossa-Kilia et al., 2006; Parmekelis et al., 2008).  

The genus Balloniscus is composed by six nominal species: B. nigricans (Budde-

Lund, 1885), B. brevicornis (Budde-Lund, 1885), B. maculatus (Budde-Lund, 1885), B. 

paraguayanus (Van Name, 1936), B.  glaber (Araujo & Zardo, 1995) and B. sellowii 

(Brandt, 1833). Although Schmalfuss (2003) suggested that the first two species are 

distributed in Mississippi (USA,) Leistikow (2001) postulated that the records are 

unsubstantial. B. paraguayanus is distributed only in Paraguay, and B. maculatus in 

Central Argentina (Schmalfuss, 2003). Finally, B. sellowii shows a wide range distribution 

from Southern Brazil to Central Argentina, while B. glaber is endemic to Rio Grande do 

Sul, the southernmost state of Brazil (Quadros & Araujo, 2007). Furthermore, these two 

species show different habitat occupation. B. sellowii seems to be a habitat generalist, 

colonizing many different environments (Quadros et al., 2008b), especially urban 

anthropic environments. On the other hand B. glaber is considered a habitat specialist, 

associated with remnants of the Atlantic Tropical Forest, one of the most threatened 
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Neotropical biomes (Quadros et al., 2008a). Also, Araujo & Zardo (1995) provide the 

description of B. glaber pointing out some morphological characters to distinguish both 

species. 

At Rio Grande do Sul, B. glaber occurs specifically in habitats through the Coastal 

Plain of Southern Brazil in sympatry with B. sellowii. This area is an elongate (620 km) 

and wide (up to 100 km) physiographic province which covers about 33.000 km² 

(Tomazelli et al., 2000). This region extends from Chuí (Rio Grande do Sul) to Santa 

Marta Cape (Santa Catarina) (Villwock, 1994). Like other coastal regions the Coastal Plain 

from Southern Brazil can be viewed as a highly dynamic area from the standpoint of 

historical geography. Periodic oscillations in climate and habitat availability, especially 

during the last glacial age, have had profound effects on the distribution and evolutionary 

histories of many biological groups (Hewitt, 1996; Knowles, 2001). 

Due to the reasons cited above, we focused in this study at investigating the 

evolutionary relationships among populations of B. sellowii and B. glaber in the Coastal 

Plain of Rio Grande do Sul, Brazil, using citocrome-oxidase subunit I (COI) sequences to 

estimate the level of genetic structure among them, and to contribute to the knowledge 

about their taxonomic status.  

 

Material and methods 

Collection 

 Individuals of B. glaber and B. sellowii were hand collected in soil, placed in 100% 

ethanol and kept refrigerated until DNA extraction. Eight populations of B. glaber and 

fourteen populations of B. sellowii were sampled in the Coastal Plain of Rio Grande do 

Sul, Brazil (Figure 1B and Table 1).  
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DNA extraction 

Total genomic DNA was obtained from different parts of the body including 

reproductive (ovaries and utricules), nerve and muscular tissue of fixed individuals by 

Chelex (Bio-Rad) method. Dissection procedures were performed under sterile conditions 

as previously described (Bouchon et al., 1998). 

 

COI amplification, purification and sequencing 

 Partial sequences of mitochondrial locus COI were obtained from 188 individuals 

using primers LCO (5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG- 3’) and HCO (5’-

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA- 3’) (Folmer et al., 1994), yielding a product 

of 680 bp. The PCR was carried out in a volume of 25 µl, using 12.5 ng of total DNA, 

0.125 U of GoTaq (Promega), 1x GoTaq buffer (Promega), 5 µM of each primer, and 0.2 

mM of  dNTPs.  The PCR reaction mix was prepared in one batch and then added to each 

sample. PCR cycling conditions were 35 cycles (50 sec at 95°C, 50 sec at 55.5°C, 50 sec at 

72°C), including an initial denaturing step of 95ºC for 5 min, and a final extension step of 

72ºC for 5 min. For B. sellowii, annealing temperature was set to 61°C. The same primers 

were used to amplify a partial COI sequence of A. vulgare from BRI under the same 

conditions described for B. glaber. To check PCR success and the size of the amplified 

product 5 µl of the PCR reaction product were run on a 1.5% agarose gel. PCR products 

were purified using Exosap-IT (Amersham Biosciences). Whenever possible, both strands 

have been sequenced to eliminate ambiguities. Sequencing was performed using BigDye 

v3.1 and an ABI 3130 Genetic Analyser. All different haplotypes were deposited in 
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Genbank-EMBL databases (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) under the accession numbers 

XXXXXX-XXXXXX (Table 1). 

 

Phylogenetic and statistical analysis 

DNA sequences were aligned using CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) and the 

alignment was visually inspected using the BIOEDIT program (Hall, 1999). All sequences 

were compared and only different haplotypes were kept for phylogenetic analysis. To test 

for saturation in the 3rd codon position, the uncorrected pairwise p-distance was computed 

considering 1st+2nd codon positions and then plotted against the p-distance obtained with 

the 3rd codon position. The resulting graph (data not shown) suggested that despite its large 

degree of variation, the 3rd position is not saturated and therefore all sites were included in 

the phylogenetic analysis. 

The phylogeny of all Balloniscus COI haplotypes was estimated using two different 

methods. Initially we used the Maximum likelihood (ML) method implemented in 

PAUP*4.10b (Swofford, 2003) using the GTR+G+I evolutionary model, as suggested 

under the Akaike information criterion (AIC; Akaike, 1974) in MODELTEST 3.7 (Posada 

& Crandall, 1998; Posada & Buckley, 2004). Trees were evaluated through a heuristic 

search with tree bisection and reconnection (TBR) branch swapping. The support for each 

grouping was assessed after 500 bootstrap replications using heuristic search and nearest-

neighbor interchange (NNI) swapping algorithm. We also used a Bayesian inference 

method implemented in MRBAYES v3.1 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003), in which we 

partitioned the dataset in codon positions and allowed different evolutionary models for 

each (GTR+G+I, HKY+G+I, GTR+G+I, respectively). Alternative topologic hypotheses 
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were tested using the Shimodaira-Hasegawa test (Shimodaira & Hasegawa, 1999) with 

1,000 replications in the program PAUP*4b10 (Swofford, 2003). 

For a more direct comparison of the genetic distances among the main clades 

identified in the phylogenetic analysis with other published studies we estimated the net 

genetic distances among groups means using the Kimura two-parameter model with 

gamma correction with a shape parameter of 0.18 (not shown), which is the weighted 

estimate for all gamma models in MODELTEST 3.7. Genetic distances were calculated 

with the program MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007). 

 

Population genetic analysis 

 To characterize and compare mitochondrial genetic diversity within populations, 

we computed several genetic diversity statistics in the program ARLEQUIN 3.1 (Excoffier 

et al., 2005), such as the number of haplotypes (Nh) and of polymorphic sites (S), 

haplotype (H) and nucleotide diversity (π), and Tajima’s D and Fu’s Fs neutrality statistics. 

Additionally, to estimate the level of genetic structure present in our data we used an 

Analysis of Molecular Variance (AMOVA, Excoffier et al., 1992) for four different 

population groupings. Such different arrangements were designed to test 1) the general 

level of genetic structure; 2) the level of genetic structure explained by dividing the 

populations in the two recognized species; 3) and 4) the level of genetic structure explained 

by dividing the populations in two alternative ways according to the clades suggested from 

the phylogenetic analysis.  The level and significance of a correlation between genetic and 

geographic distance was performed through a Mantel test (Mantel, 1967), implemented in 

the software Alleles in Space 1.0 (Miller, 2005).       

 

 45



Results 

COI data 

From 188 individuals analyzed, three were excluded. One B. sellowii individual 

from SLS showed a haplotype much more similar to A. vulgare than to other Balloniscus 

haplotypes. This sequence was considered as a contaminant, and was therefore excluded 

from the analysis. Additionally, two individuals showed COI sequences associated with the 

other terrestrial isopods genus as Benthana, Ligia and Idotea (sequences from GeneBank 

which were not included in our analysis). Specifically, one female of B. glaber from ABE 

showed the same haplotype found in several B. sellowii individuals from CSU and BRI. 

The other case involved one female of B. sellowii from ABE, which showed the same 

haplotype (haplotype 8) found in several B. glaber individuals from ABE as well. While 

we cannot exclude the possibility that such “trans-specific” haplotypes occur by 

hybridization between both species (noteworthy, one such case involves both species in the 

same geographic site), we decided to exclude such individuals from all population analysis.  

For the remaining 185 individuals, we analyzed 624 nucleotide sites, 231 (37.0%) 

of which were variable (not considering the A. vulgare outgroup haplotype).We were able 

to characterize 63 different haplotypes, 60 being population-specific. The two most 

common haplotypes (H2 and H19) were represented in 14.05% of the sequenced 

individuals. Very interestingly, these haplotypes are shared, H2 in B. glaber, and H19 in B. 

sellowii, among the same set of three populations: PEL, CZ3 and CAS.  Considering all 

samples, haplotype and nucleotide diversity were, respectively, 0.971 ± 0.004 and 0.108 ± 

0.052, respectively, with values of 0.964 ± 0.005 and 0.095 ± 0.046 for B.  sellowii and 

0.858 ± 0.033 and 0.013 ± 0.007 for B. glaber.  A summary of genetic diversity statistics 

per locality is shown in Table 2. As a whole, neutrality tests do not suggest consistent 
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departures from a neutral model. It is apparent from Table 2 that some populations result in 

a significant negative value for Tajima’s D. However, Fu’s Fs statistic is not significant for 

any population, which may indicate that such significant results are not biologically 

meaningful. 

The ML tree is shown in Figure 2A. The Bayesian tree (BI) (only posterior 

probabilities are shown) was identical to the ML tree, but some nodes present in the ML 

tree which had low bootstrap support had high posterior probabilities. In both phylogenetic 

analyses, four well-supported clades were identified (Figure 2A), corresponding to three 

groups of B. sellowii populations and one group of B. glaber populations throughout 

Coastal Plain of southern Brazil. Clade I comprised B. sellowii populations of the costal 

region from the north boundaries of the Coastal Plain of Rio Grande do Sul (MCO) to the 

south portion (CID, TAV and CAS), including two populations on the southwestern 

margin of the Patos Lagoon (CZ3 and PEL) and a single haplotype from TAP, in the 

northwestern margin of the Patos lagoon (ML bootstrap value/ BI posterior probability = 

96/1.00, respectively). Based on BI analysis and on the topology of the ML tree, ABE, 

GLO and PAL haplotypes could be tentatively included in clade I (BI posterior probability 

= 1.00). Clade II consists of B. sellowii populations from western and northern surrounds 

of Patos Lagoon (TAP and POA, respectively) (ML bootstrap value/ BI posterior 

probability = 99/1.00, respectively). Clade III comprised B. sellowii populations from 

western surrounds of Patos Lagoon and another population outside of Coastal Plain limits 

(BRI and CSU, respectively) (ML bootstrap value/ BI posterior probability = 97/1.00, 

respectively). Finally, clade IV comprised all B. glaber populations located across the 

Coastal Plain (ML bootstrap value/ BI posterior probability = 98/1.00, respectively). 
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Interestingly, SLS haplotypes did not fall in any of these clades and are found in 

two different parts of the tree: three haplotypes are found in the base of the tree, while two 

other haplotypes, together with one haplotype found in the neighbor CZ3 population are 

more internal. However, a SH test fail to reject both the hypothesis that the more basal SLS 

haplotypes are sister to a further split B. sellowii vs. B. glaber (p= 0.553) (Figure 2B), as 

well as the hypothesis that both species are monophyletic (p= 0.146) (Figure 2C).    

The net average genetic distance among Balloniscus clades and the two group of 

SLS ranged from 5.8% (between SLSBASAL and SLSINTERNAL) to 13% (between clade III 

and clade IV), suggesting these distances are among those predicted for a single species of 

terrestrial isopods (Table 3). 

In agreement with the fact that there is some geographic structuring in the clades 

suggested in the phylogenetic analysis, Mantel test showed a significant and positive 

associated of genetic and geographic distances for all samples (r = 0.157, p = 0.001), or 

considering either only B. glaber (r = 0.125, p = 0.012) or B. sellowii (r = 0.279, p = 

0.001). Despite the significant association, however, the value for the correlation 

coefficient is low, with r2 values ranging from 0,016 to 0,078 meaning that geographic 

distance alone explains only a minor portion of the overall variation in genetic distance. 

For the AMOVA analyses (Table 4), we tested four different arrangements 

(AMOVA 1-4; Table 4). Noteworthy, the separation of the populations according to 

species provides a relatively weak structuring of the total genetic variation. As expected, 

grouping the populations according to the clades suggested by the phylogenetic analysis, 

accounts for most of the structuring of the observed genetic diversity. It is interesting, 

however, that AMOVA results can be interpreted as supporting the finding that ABE, PAL 
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and GLO populations of B. sellowii are separated from the remaining populations which 

form clade I, as shown in Figure 2.     

  

Discussion 

Both phylogenetic approaches (ML and BI) indicated complex relationships among 

B. sellowii and B. glaber populations across Coastal Plain of southern Brazil based on COI 

sequences. In both analyses we observed four major clades (three B. sellowii clades and 

one B. glaber clade). The topology of the ML tree and the general results of genetic 

diversity at the species level could suggest that B. glaber actually represents only part of 

the genetic variation contained in a complex of B. sellowii clades. However, SH tests 

cannot reject the hypothesis that both species are reciprocally monophyletic. 

The clustering of these populations in different clades may be related to the 

geological history of Coastal Plain in Southern Brazil. This recent geologic region was 

formed in the Pleistocene and Holocene (from 400 ky) after successive cycles of marine 

regressions and transgressions which formed four geological “barriers” (Villwock, 1989). 

In particular, clades I and IV seem to be tightly associated with the Coastal Plain. The fact 

that for B. sellowii MCO is the more basal population in clade I could suggest a fast north-

south recolonization of the Coastal Plain once the most recent areas were formed. 

Moreover, it is likely that this region have been colonized from the region known as 

“Coxilha das Lombas”, which is situated in the northeast of Guaíba Lake and extends over 

78 km to Barros Lagoon. This region is close to the populations ABE, PAL, and GLO, and 

which was formed just after the first cycle of marine transgression-regression (Vilwock, 

1983). Strikingly, the most basal haplotype in clade IV (B. glaber) and the sister 

haplotypes to clade I (B. sellowi) are from these regions (ABE), what suggests a common 
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biogeograpgic event affecting both species. Another common pattern for the two species is 

the haplotype sharing among PEL, CZ3 and CAS. These populations are in relative close 

proximity, and a common pattern for both species suggests that such haplotype sharing 

does reflect an evolutionary link among these populations. However, it is difficult to 

explain the haplotype 37 from TAP in the clade I and the other B. sellowii clades using 

biogoegraphic patterns, especially the link between BRI and CSU, distant 136 km apart, 

and in different geologic regions. A possible phenomenon that could account for this 

pattern is passive dispersion. B. sellowii is associated with rural and urban anthropized 

environments and may be carried by man to other places, as happens with other terrestrial 

isopod species like Armadillidium vulgare (Garthwaite et al., 1995). In such cases, 

individuals from one population may be introduced in another population from a 

completely different evolutionary background, creating artificial phylogeographic patterns. 

A more detailed sampling will be necessary to a better understanding of the real 

phylogeographic patterns in this region. 

Comparing both species, it is apparent that B. glaber, whose COI haplotypes are 

contained in a single clade, have a general pattern of genetic diversity very different from 

that in B. sellowii. There is much less genetic diversity and much less genetic structure. 

One possible explanation for these facts is based on distribution of both species. While B. 

sellowii is widespread from southeast Brazil to central Argentina, B. glaber is endemic of 

the Coastal Plain of Southern Brazil. Based on the recent geologic origin of this region, we 

could hypothesize that B. glaber is a recent species which originated from a B. sellowii 

population became isolated in the Coastal Plain. Even though, our results cannot refute the 

alternative hypothesis that COI lineages from both species are reciprocally monophyletic, 

it is difficult to account for the observed genetic diversity in both species without postulate 
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that B. glaber is a more recent species. For example, the lower diversity in this species 

could be explained by a smaller population size, which would reduce the coalescence 

times, but it is unlikely that this scenario, for a species with limited dispersal, would also 

originate the low geographic structure observed. 

Intriguing patterns arise in SLS, which show very divergent haplotypes, which 

seem to cluster in two different position in the tree. One possibility is that this region 

represents some sort of refuge area in which more genetic variation was maintained. 

Alternatively, this area could contain a new species, which are inflating the level of 

diversity identified to B. sellowii. However, the present sample size is small, and a better 

characterization of this population will be necessary for testing these alternative 

hypotheses. For the genus Balloniscus Araujo & Zardo (1995), based on morphological 

characters, described B. glaber as a new species, and our data is compatible with this 

notion. However, well-defined species of terrestrial isopods usually show genetic distances 

ranging from 13% - 28% (Rivera et al., 2002) and based on this range the status of some 

nominal species of terrestrial isopods has been redefined (Klossa-Kilia et al., 2006; 

Parmakelis et al., 2008; Poulakakis & Sfentourakis, 2008). In our study, the maximum 

distances were in the lower limit of this range (13%) and observed between clade III (B. 

sellowii) and clade IV (B. glaber). While this also supports the taxonomic status of B. 

glaber, it might suggest that, instead of different species, SLS population actually 

represents the most basal lineages in B. sellowii. 

Haplotype diversity and nucleotide divergence of Balloniscus sequences were 

variable throughout the sampled populations, with a high level of population-specific 

haplotypes. Despite of genetic variation may be explained by demographic events, 

inherited cotransmitted micro-organisms such as Wolbachia may influence the population 
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genetics of the host’s mtDNA through linkage-disequilibrium. Thus it may alter the 

(mt)DNA genetic diversity and structure by hitchhiking (Hurst & Jiggins, 2005). 

Terrestrial isopods are known to harbor Wolbachia, an alpha proteobacteria symbiont 

found mainly in reproductive tissues of its hosts (Bouchon et al., 1998; Cordaux et al., 

2001, Ben Hafia Hatira et al., 2008; Wiwatanaratanabutr et al., 2009). SLS population 

showed the highest level of haplotype diversity and nucleotide divergence (see Table 2). 

Moreover, the six COI sequences of SLS did not grouped with any clade. This population 

is the most infected by Wolbachia among B. sellowii populations (Almerão et al., in press) 

with at least two strains occurring in this site. The alteration of (mt)DNA polymorphism by 

Wolbachia was already investigated in many species and it depends of several factors as 

recency of infection and multiple infections in populations (Ahrens & Shoemaker, 2005; 

Hurst & Jiggins, 2005). In the case multiple infections, some studies showed different 

strains associated with different (mt)DNA haplotypes and it may introduce artefacts in 

mitochondrial genealogies (Hurst & Jiggins, 2005). 
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Figure 1. Map of study area. A: Map o Brazil (RS: state of Rio Grande do Sul); B: 

Geological regions of Rio Grande do sul (a: Upland; b: Peripheral Depression; c: Sul 

Riograndense Shield; d: Coastal Plain). Collection sites: 1, POA (Porto Alegre); 2, ABE 

(Águas Belas); 3, MSA (Morro Santana); 4, CID (Cidreira); 5, TAV (Tavares); 6, CSU 

(Caxias do Sul); 7, BRI (Barra do Ribeiro); 8, TAP (Tapes); 9, SLS (São Lourenço do 

Sul); 10, CZ3 (Colônia Z3); 11, PEL (Pelotas); 12, CAS (Cassino); 13, PAL (Palmares do 

Sul); 14, GLO (Glorinha); 15, MCO (Morro dos Conventos). 
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Figure 2. A: Maximum likelihood (ML) phylogenetic tree obtained from portions of 

cytochrome oxidase subunit I (COI) nucleotides of 64 haplotype sequences of Balloniscus 

species. Armadillidium vulgare sequence was used as the outgrop (accession number) 

Numbers at nodes indicate bootstrap values and posterior probabilities in the ML and 

Bayesian inference tree, respectively. NS denotes nodes that were not supported. BG and 

BS denotes species (Balloniscus glaber ans B. sellowii, respectively) preceding by 

population code (see Table 1) and haplotype number. Sidebars indicate clades I-IV. 

GeneBank accession numbers of Wolbachia strains: (accession numbers). B-C: Alternative 

phylogeny topologies considering SLS haplotypes (H46, H47 and H48) as sister clade of 

Balloniscus sellowii and B. glaber and considering the reciprocal monophily of both 

species. Retangles indicates that all populations are considered.
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Table1. List of Balloniscus glaber and B. sellowii populations, map codes and GenBank accession numbers 
____________________________________________________________________________________________________________ 
Species        Population         Map code Geographical coordinates            N H  Accession number 
_________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
B. glaber      Cassino (CAS)  13  S32°10’14.8’’ WO 52°10’21.4’’ 6 H1/H2  Accession number 
B. glaber      Colônia Z3 (CZ3)  11  S31°40’54.2’’ WO 51°52’01.7’’ 5 H3  Accession number 
B. glaber      Barra do Ribeiro (BRI) 8  S30°39’19.3’’ WO 51°23’13.1’’ 2 H4  Accession number 
B. glaber      Tavares (TAV)  6  S31°17’06.4’’ WO 51°05’34.7’’ 6 H5  Accession number 
B. glaber      Morro Santana (MSA)  3  S30°01’43.3’’ WO 52°46’29.8’’ 5 H6-H7  Accession number 
B. glaber      Águas Belas (ABE)  2  S30°02’10.6’’ WO 51°01’10.5’’ 10 H8/H9  Accession number 
B. glaber      Pelotas (PEL)  12  S31°25’59.5’’ WO 51°37’44.2’’ 5 H11  Accession number 
B. glaber      Cidreira (CID)  4  S30°08’44.5’’ WO 50°19’44.4’’ 5 H12/H13 Accession number 
B. sellowii    Águas Belas (ABE)  2  S30°02’10.6’’ WO 51°01’10.5’’ 12 H8/H14/H15 Accession number   
B. sellowii    Caxias do Sul (CSU)  7  S29°10’11.4’’ WO 52°49’14.2’’ 13 H10/H16/H17 Accession number   
B. sellowii    Colônia Z3 (CZ3)  11  S31°40’54.2’’ WO 51°52’01.7’’ 18 H18-H25 Accession number 
B. sellowii    Cidreira (CID)  4  S30°08’44.5’’ WO 50°19’44.4’’ 8 H26/H27 Accession number 
B. sellowii    Barra do Ribeiro (BRI) 8  S30°39’19.3’’ WO 51°23’13.1’’ 8 H28-H31 Accession number 
B. sellowii    Tapes (TAP)   9  S30°40’16.5’’ WO 52°36’07.3’’ 8 H32-H37 Accession number 
B. sellowii    Morro do Conventos (MCO) 16  S28°56’24.8’’ WO 49°21’37.5’’ 11 H38/H39 Accession number 
B. sellowii    Pelotas (PEL)  12  S31°25’59.5’’ WO 51°37’44.2’’ 7 H40-H42 Accession number 
B. sellowii    São Lourenço do Sul (SLS) 10  S30°02’10.6’’ WO 51°01’10.5’’ 6 H43-H48 Accession number 
B. sellowii    Cassino (CAS)  13  S32°10’14.8’’ WO 52°10’21.4’’ 10 H50-H53 Accession number 
B. sellowii    Palmares do Sul (PAL) 14  S30°15’50.8’’ WO 50°30’29.0’’ 9 H54  Accession number 
B. sellowii    Tavares (TAV)  6  S31°17’06.4’’ WO 51°05’34.7’’ 11 H55-H60 Accession number 
B. sellowii    Glorinha (GLO)  15  S29°54’58.4’’ WO 50°49’15.1’’ 10 H61-H63 Accession number 
B. sellowii     Porto Alegre (POA)  1  S30°01’43.3’’ WO 52°46’19.8’’ 12 H64  Accession number 
________________________________________________________________________________________________________________________________ 
N: Number of sequences per population; H: Haplotypes submitted to the GenBank  
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Table 2. Population genetic diversity and divergence estimates for different Balloniscus populations based on COI sequences 
____________________________________________________________________________________________________________________ 
Species        Population              Nseq        Nsit       Nh S  H (±sd)  π%(±sd)                Dtaj FsFu ΦST  
____________________________________________________________________________________________________________________ 
B. glaber      Morro Santana (MSA)  5 621 2 1 0.40±0.24 0.06±0.08 -0.82 0.09 0.913  
B. glaber      Águas Belas (ABE)  9 621 2 42 0.39±0.16 2.83±1.58 0.29 13.64 0.894  
B. glaber      Cidreira (CID)  5 624 2 1 0.40±0.24 0.06±0.08 -0.82 0.09 0.913  
B. glaber      Barra do Ribeiro (BRI) 4 624 1 0 0.00±0.00 0.00±0.00 NV NV 0.913  
B. glaber      Tavares (TAV)  6 624 1 0 0.00±0.00 0.00±0.00 NV NV 0.913  
B. glaber      Colônia Z3 (CZ3)  5 617 2 3 0.40±0.24 0.20±0.17 -1.05 1.69 0.913  
B. glaber      Pelotas (PEL)  5 623 2 11 0.40±0.24 0.72±0.50 -1.2 4.48 0.910  
B. glaber      Cassino (CAS)  6 624 2 14 0.33±0.22 0.77±0.50 -1.47* 5.3 0.910  
B. sellowii    São Lourenço do Sul (SLS) 6 612 6 132 1.00±0.10 11.79±6.87 0.77 1.37 0.809  
B. sellowii    Caxias do Sul (CSU)  13 624 3 13 0.64±0.10 0.89±0.05 1.23 6.33 0.909  
B. sellowii    Barra do Ribeiro (BRI) 8 624 5 27 0.89±0.09 1.42±0.83 -0.92 2.02 0.906  
B. sellowii    Porto Alegre (POA)  12 624 1 0 0.00±0.00 0.00±0.00 NV NV 0.913  
B. sellowii    Tapes (TAP)   8 624 6 95 0.93±0.08 5.70±3.17 -0.53 3.57 0.872  
B. sellowii    Morro do Conventos (MCO) 11 624 2 2 0.33±0.15 0.11±0.10 -0.13 1.45 0.913  
B. sellowii    Cidreira (CID)  8 623 2 3 0.25±0.18 0.12±0.11 -1.44* 1.41 0.913  
B. sellowii    Tavares (TAV)  11 607 6 40 0.73±0.14 2.15±1.18 -0.46 3.34 0.900  
B. sellowii    Colônia Z3 (CZ3)  18 624 8 113 0.64±0.13 3.31±1.71 -1.78* 6.15 0.885  
B. sellowii    Pelotas (PEL)  7 617 4 14 0.81±0.13 0.74±0.47 -1.19 1.49 0.910  
B. sellowii    Cassino (CAS)  10 624 5 19 0.82±0.10 1.23±0.71 0.59 2.74 0.907  
B. sellowii    Glorinha (GLO)  10 623 3 42 0.51±0.16 2.30±1.28 -0.35 9.81 0.901  
B. sellowii    Águas Belas (ABE)  11 624 2 1 0.55±0.07 0.09±0.09 1.44 1.17 0.913  
B. sellowii    Palmares do Sul (PAL) 9 624 1 0 0.00±0.00 0.00±0.00 NV NV 0.913  
B. glaber      All populations  43 622 12 58 0.86±0.03 1.33±0.70 .36 2.52 0.910**   -1
B. sellowii    All populations               142 624 51 223 0.96±0.01 9.47±4.56 1.52 10.68 0.897**  
Balloniscus  All populations               185 623 63 231 0.97±0.00 10.8±5.20  2.21 11.9 0.902** 
____________________________________________________________________________________________________________________ 
 
Nseq: Number of sequences; Nsit: Number of sites; Nh: Number of haplotypes; S: Number of polymorphic sites; H: Haplotype diversity; π: Nucleotide diversity; Dtaj: Value of 
Tajima’s neutrality test; FsFu: Value of Fu’s neutrality test; ΦST: Values of  ΦST; *significant values; ** average values; NV: Not variable;  
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Table 3. Net genetic distances (Kimura 2-parameter) of COI sequences among four Balloniscus major clades and 

two groups of divergence sequences (SLS population) 

__________________________________________________ 
                   1     2     3    4    5 
__________________________________________________ 
 
Clade I (1)       
Clade II (2) 0.092      
Clade III (3) 0.075 0.100     
Clade IV (4) 0.110 0.111 0.129    
SLS1 (5)  0.068 0.081 0.078 0.110   
SLS 2 (6) 0.060 0.065 0.067 0.088 0.057  
__________________________________________________ 
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Table 4. Analysis of Molecular Variance for four different population groupings among Balloniscus populations 

___________________________________________________________________________ 
Source of variation  AMOVA 1 AMOVA 2 AMOVA 3 AMOVA 4        
___________________________________________________________________________ 
 
AG   90.16  62.19  72.63  80.75 
APWG          -  31.22  19.72  10.89 
WP   9.84  5.99  7.65  8.36 
ΦST   0.96  0.94  0.92  0.92 
 
___________________________________________________________________________ 
 
AG: Among groups; APWG: Among populations within groups; WP: Within populations; ΦST: Values of ΦST. 

AMOVA arrangements: 1 (all Balloniscus clades); 2 (clade IV x clade I+II+III+SLS clade); 3 (clade IV x SLS 

clade x clade II x clade III x clade I); 4 (clade IV x SLS clade x clade II x clade III x clade I x GLO+ABE+PAL); -

: Not calculated 
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Abstract 

Wolbachia is endosymbiotic bacteria that commonly infect arthropods. These bacteria induce a 
number of phenotypes in their hosts, including cytoplasmic incompatibility, thelytokous 
parthenogenesis, feminization, and male killing. We surveyed two native South American 
isopods populations of the genus Balloniscus for Wolbachia infections by using a diagnostic 
polymerase chain reaction assay (16S rDNA gene). Overall, 16 new strains were observed in 
populations distributed along the Coastal Plain of Rio Grande do Sul. Based on a population 
approach, we observed variation in intra and interspecific prevalences. On average, the 
prevalence was higher in B. glaber than in B. sellowii populations. All strains were grouped in 
supergroup B, in which all Wolbachia strains found in terrestrial isopods are situated. However, 
the topologies indicated alternative routes for horizontal transmission of Wolbachia found in 
both Balloniscus species. 
 

Introduction 

 Wolbachia are maternally transmitted alpha-proteobacteria known to infect a wide range 

of arthropods and nematodes (Bandi et al., 1998; Werren & O'Neill, 1997). They are found in 

germ line and somatic tissues (O’Neill et al., 1997; Werren, 1997; Bandi et al., 1998). 

Depending on both bacterial lineage and host, they may have different effects on host 
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reproduction, such as cytoplasmic incompatibility (O’Neill & Karr, 1990; Breeuwer & Werren, 

1990), male killing (Hurst et al., 1999a), parthenogenetic reproduction (Stouthamer, 1997; 

Zchori-Fein et al., 2001) or feminization of genetic males (Juchault et al., 1994; Bouchon et al. 

1998). Therefore, these bacteria may have a strong influence on the evolution of the host 

populations. Several strategies are currently in use for the identification of Wolbachia strains, 

such as the Multi Locus Sequence Typing (MLST) approach (Baldo et al., 2006; 

Paraskevopoulos et al., 2006), and the sequencing of other Wolbachia genes. Previous analyses 

based on ftsZ, a gene involved in cell division; wsp, a gene encoding a surface protein (Lo et al., 

2002; van Meer et al., 1999); and the 16S rDNA gene (Bandi et al., 1999; Vanderkerchove et 

al., 1999) suggested that current Wolbachia strains comprise eight Supergroups (A-H), even 

though the relations among them are not well established (Lo et al., 2007). It is possible that at 

least in some cases, exchanges of genetic material between Wolbachia strains may account for 

the observed relations between supergroups (Baldo et al., 2005). For example, Supergroup G is 

composed by strains infecting spiders and there are some evidences indicating that in fact this 

supergroup is formed by recombination between strains of Supergroups A and B (Baldo & 

Werren, 2007). 

Terrestrial  isopods species (Crustacea, Oniscidea) are widely infected by Wolbachia 

(Bouchon et al., 1998; 2008). Bouchon et al. (1998) screened eight of the major oniscidean 

families, for which nineteen species were infected. Lately six uninfected species tested in this 

study were positive in other assays. Thus, Wolbachia prevalence in terrestrial isopods is 

approximately 61% (Bouchon et al., 2008). However, accurate estimates of the prevalence of 

Wolbachia are difficult, and both under or overestimates may happen. Some authors claimed 

that underestimation is caused by: (1) absence of population sampling (not all populations are 

infected), and because (2) infected and uninfected individuals often coexist in the same 

population (Cook & Butcher, 1999; Hilgenboecker et al., 2008).  For terrestrial isopods, Verne 

et al. (in press) found that prevalence in females ranged from 0 to 100% in eleven French 

 68



populations of Armadillidium vulgare (Latreille, 1804) (four hundred individuals sampled). In a 

meta-analysis of infected populations, the frequency of symbiotic females ranges from to 5 to 

74% (Bouchon et al. 2008).  These authors observed that Wolbachia prevalence was higher than 

that found in other studies in France with the same species (Rigaud et al., 1999; Juchault et al., 

1993 and Cordaux et al., 2004). On the other hand, overestimation may result from false 

positives in PCR’s surveys (Li et al., 2007). In Callosobruchus chinensis (Linnaeus, 1758) 

(Coleoptera) it was observed that wsp and ftsZ were amplified by PCR, but groE (Baldo et al., 

2006) and 16S rDNA were not detected (Kondo et al., 2002), a result that may be explained if 

an exchange of genetic material between the bacteria and the insect host occurred (Hotopp et 

al., 2007; Nikoh et al., 2008; Klasson et al., 2009; Woolfit et al., 2009). Thus, even if an 

individual does not have Wolbachia as endosymbiont, it may produce a positive PCR reaction if 

it harbors the piece of Wolbachia genome fragment that are targeted by the PCR survey, and 

this phenomenon may overestimate the overall prevalence. 

Based on 16S rDNA and ftsZ sequences, all Wolbachia strains from terrestrial isopods 

belong to the Supergroup-B, corroborated by the wsp and groE phylogeny and these 

phylogenies suggest that Wolbachia strains found in terrestrial isopods form a polyphyletic 

clade with the majority of strains grouped in the Oniclade ((Bouchon et al., 1998; Cordaux et 

al., 2001; Wiwatanaratanabutr et al., 2009).     

Although terrestrial isopods are long time known to be prone to sex distortion (review in 

Bouchon et al. 2008) and Wolbachia is known to infect terrestrial isopods since 1992 (Rousset 

et al., 1992), no South American endemic species have been investigated up to now for 

prevalence, and genetic diversity of Wolbachia strains. Balloniscus glaber Araujo & Zardo, 1995 

is endemic and restricted to the southernmost state of Brazil, Rio Grande do Sul, where it occurs 

associated with remnants of the Brazilian Atlantic Forest. Due to deforestation, fragmentation, and 

replacement by exotic species in this biome (Morellato & Haddad, 2000), B. glaber is susceptible to 

extinction (Quadros et al, 2008b). On the other hand, B. sellowii is a species with wide 
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distribution (which overlaps with that of B. glaber), occurring from Southern Brazil to Uruguay 

and Argentina (Lemos de Castro, 1976) where it is often associated with anthropized 

environments and exotic forests (Araujo et al., 1996).  

Here, we present the first description of Wolbachia infection in two South American 

species of terrestrial isopods, specifically in Balloniscus glaber and B. sellowii. We show that 

there is evidence of cross-specific transmission in at least one instance, that both species are 

infected by several bacteria strains, which sometimes coexists in a single population, and that 

for both species there is a high level of genetic variation in the Wolbachia strains. 

 

Material and methods 

Collection 

 Individuals of B. glaber and B. sellowii were hand collected in soil, placed in 100% 

ethanol and kept refrigerated until DNA extraction. Nine populations of B. glaber and twelve 

populations of B. sellowii were sampled in the Coastal Plain of Rio Grande do Sul, Brazil 

(Figure 1; Table 1). This area is an elongate (620 km) and wide (up to 100 km) physiographic 

province which covers about 33.000 km² (Tomazelli et al., 2000).  

 

DNA extraction 

Total genomic DNA was obtained from different parts of the body including 

reproductive (ovaries and utricules), nerve and muscular tissue of fixed individuals by Chelex® 

(Bio Rad) method. Dissection procedures were performed under sterile conditions as previously 

described (Bouchon et al., 1998). 

 

Assay for Wolbachia 

  The presence of Wolbachia was carried out by PCR assay with Wolbachia-specific 

primers for 16S rDNA (O’Neill et al., 1992). Failure of amplification with the general 16S 
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rDNA primers could be due to either: (i) absence of Wolbachia; (ii) failure in DNA extraction 

procedure; and/or (iii) incorrect concentration of DNA solution (Werren et al., 1995a). In order 

to control for the last two possibilities, we tested the samples scored as negatives with primers 

for the mitochondrial cytochrome oxidase subunit I gene (COI) region (Folmer et al., 1994). 

Samples yielding a product of expected size were considered to be true negatives for Wolbachia 

assay. Additionally, we tested four other Wolbachia genes (groE, dnaA, ftsZ and wsp) using 

PCR, and each of them showed different results for Wolbachia detection. Furthermore, we 

tested five and ten individuals of two sympatric populations of exotic isopods species 

(Armadillidium vulgare and A. nasatum Budde-Lund, 1885, respectively) for all genes cited 

above. 

 

PCR methods, purification and sequencing  

 We amplified most of the Wolbachia 16S rDNA gene using the Wolbachia-specific 

primers 99F 5’- TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT - 3’ and 994R 5’ - 

GAATAGGTATGATTTTCATGT - 3’ (O’Neill et al., 1992), which yield a product of around 

900bp. The PCR was carried out in a volume of 25 µl, using 12.5 ng of total DNA, 0.125 U of 

GoTaq (Promega), 1x GoTaq buffer (Promega), 5 µM of each primer, and 0.2 mM of  dNTPs.  

The PCR reaction mix was prepared in one batch and then added to each sample. PCR cycling 

conditions were 35 cycles (1 min at 95°C, 1 min at 50.6°C, 1 min at 72°C), including an initial 

denaturing step of 95ºC for 2 min, and a final extension step of 72ºC for 5 min. After PCR, 5 µl 

of the reaction product were run on 1.5% agarose gel to check PCR success and size of the 

amplified DNA. PCR products were purified using Exosap-IT (Amersham Biosciences). 

Sequencing was performed using BigDye v3.1 and an ABI 3130 Genetic Analyser. All 

sequences were deposited in Genbank-EMBL databases (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) under 

the accession numbers XXXXXX-XXXXXX (Table 1). 
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Sequence Polymorphism and Phylogeny construction 

DNA sequences were aligned using Clustal X (Thompson et al., 1997) and the 

alignment was visually inspected using the BioEdit program (Hall, 1999). The Wolbachia 

sequences obtained in this study were also aligned with other 16S rDNA sequences 

representative of the other Supergroups obtained from the GeneBank, including those used by 

Bouchon et al. (1998) and Lo et al. (2002). We used AMOVA (Excoffier et al., 1992) using 

Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005) to assess how the total genetic variation (measured by ΦST) 

is partitioned between species, among local populations within each species, and within local 

populations.   

The phylogeny of all Wolbachia strains was estimated using the Maximum likelihood 

(ML) method implemented in PAUP*4.10b (Swofford, 2003) using the GTR+Γ evolutionary 

model as suggested under the AIC criterion in Modeltest 3.7 (Posada & Crandall, 1998; Posada 

& Buckley, 2004). Trees were evaluated through a heuristic search with tree bisection and 

reconnection (TBR) branch swapping. The support for each grouping was assessed after 200 

bootstrap replications using heuristic search and nearest-neighbor interchange (NNI) swapping 

algorithm. We also used a Bayesian method implemented in Beast 1.4.7 (Drummond & 

Rambaut, 2007), in which the tree-space and the parameter space are analyzed simultaneously 

running a MCMC for 50,000,000 steps based on the GTR+Γ model, on a Yule speciation 

process, and assuming a lognormal relaxed molecular clock (Drummond et al., 2006). To test if 

the best topology was significantly better than a topology in which we forced all strains 

infecting Balloniscus species to form a monophyletic group, we carried out a Shimodaira-

Hasegawa test (SH) (Shimodaira & Hasegawa, 1999) and also evaluated the Bayes factor (BF) 

of the alternative hypotheses (Suchard et al., 2005).  

Finally, we constructed a median-joining network (Bandelt et al., 2000) to check the 

number of mutated nucleotide positions defining each grouping, as well as to have a better 

resolution of the genetic diversity within the sequences from the Supergroup B. The 
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medianjoining network was constructed in the Network 4.1.1.2 program (http//www. fluxus-

engineering.com). 

 

Results 

Wolbachia global prevalence and incidence in B. glaber and B. sellowii 

In the Wolbachia genes assay, out of twenty positives for 16S rDNA, we observed only 

ten, six, four and two positives for groE, dnaA, ftsZ and wsp, respectively. Based on these 

findings we concluded that the 16S rDNA seems to be the most sensitive gene for Wolbachia 

detection in Balloniscus species using a PCR assay. Of 254 individuals of B. glaber were 

sampled in nine populations and tested for the presence of Wolbachia in which 99 infected 

individuals (Table 2) were detected. A total of 265 individuals of B. sellowii were sampled in 

12 populations and 42 of them were infected (Table 2). B. glaber showed a higher prevalence in 

females (77;48%) than in males (22; 23%); Fisher's exact test; p < 0.001 for a 1:1 ratio). No 

such difference was found between males (12; 13%) and females (30;17%) of B. sellowii 

(Fisher's exact test, p = 1.00). Also, B. glaber has also a higher frequency of infection than B. 

sellowii (Fisher's exact test, p < 0.001). Wolbachia was found in 7 of 9 populations of B. glaber 

and in 8 of 12 populations of B. sellowii suggesting that Wolbachia incidence is not different 

between these species (Fisher's exact test; p = 0.65). Overall, no infected individual was found 

in 4 of the 15 sampling sites (ABE, PEL, PAL and CSU). B. glaber and B. sellowii were 

symtopic in two of all uninfected populations (ABE and PEL), while in the remaining two 

(PAL and CSU) only B. sellowii individuals were observed.  

 

Wolbachia strain diversity and distribution 

The comparison of the 16S rDNA sequences (Figure 2) showed that 16 new Wolbachia 

strains were observed in both Balloniscus species studied here. Among these, three strains were 

exclusive of B. glaber and thus named wGla1, wGla2 and wGla3, and 11 were exclusive of B. 
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sellowii and named wSel1, wSel2, wSel3, wSel4, wSel5, wSel6, wSel7, wSel8, wSel9, wSel10, 

wSel11. Furthermore, two strains were shared by both species wBal1 and wBal2.  Wolbachia 

sequence found in A. nasatum BRI is the same found in Europeans populations (wNas). All 

Wolbachia strains were named according Zhou et al. (1998) and further specified by Charlat et 

al. (2002). 

The distribution of the Wolbachia strains seems to be not random across the B. glaber 

populations of the Patos Lagoon surroundings. Indeed, we observed wGla1 on the western 

portion (BRI, CZ3 and CAS), wBal2 in the northern portion (MSA), wGla3 in the northeastern 

portion (CID) and both wGla2 and wBal1 in the eastern portion (MOS and TAV). The 

Wolbachia prevalence in B. glaber ranged from low to high prevalence (respectively 0.11, 0.60 

and 0.87 for wGla2, wGla1 and wGla3; see Table 2). 

Similarly to B. glaber, the strains found in B. sellowii were generally specific of one 

sampling site, except wSel7, and wSel9 which were observed in CID/GLO and TAP/SLS 

respectively. Four of the eight infected populations (CZ3, SLS, POA and GLO) hosted two 

strains and one of them (TAP) hosted three strains although no evidence of co-infections in a 

single individual has been found. In all these cases in which we found two strains per 

population, the overall prevalence (coexisting strains considered as a whole) was low to 

medium. However, according to the sample size it was difficult to determine the relative 

prevalence of each strain. The populations BRI, CAS and CZ3 both hosted a single strain, and 

showed the lowest prevalence (respectively 0.19, 0.06 and 0.13).  

The two strains shared by both species wBal1 and wBal2, showed low to medium 

prevalences. In the first case, prevalence was 0.22 (both species considered) and in the second 

one, only considering prevalence in MSA population, it was in average 0.22. Strain wBal2 was 

also observed in the CZ3 population, but for the same reason explained for other B. sellowii 

strains, its prevalence in CZ3 was not estimated.  
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Wolbachia polymorphism and phylogeny 

We used AMOVA to assess and test which are the factors that explain Wolbachia 

diversity in B. glaber and B. sellowii. In our dataset, the species level accounts for 24% of the 

total variation, while populations within each species account for 54.09% of the total variation. 

The remaining genetic variation is accounted for 21.91% within the local populations.  

Maximum likelihood (ML) analyses of the 16S rDNA sequences (Figure 3) indicated 

that Balloniscus strains were grouped in the Supergroup B, which together with Supergroup A, 

E, F and G consist of the Wolbachia strains found in arthropod hosts (Lo et al., 2007). While 

most strains from other terrestrial isopods group in a subclade named Oniclade (see Cordaux et 

al., 2001), which received good bootstrap support (87), all Balloniscus strains fall outside the 

Oniclade, in a second cluster of Supergroup B strains (bootstrap support of 85).  

Interestingly, the strains obtained from Balloniscus species do not form a monophyletic 

group. The tree obtained with the Bayesian method is essentially identical to the ML tree. The 

main difference is that the strains of the Supergroup A (with one exception) group together with 

the strains of the supergroup E (data not shown). The exception is the Supergroup A strain from 

Phlebotomus papatasi Scopoli, 1786 which is sister to the whole Supergroup B in both analysis. 

Because the non-monophyly of Balloniscus strains could be indicative of multiple infections 

occurring along the evolutionary history of these species, we tested the rejection of the topology 

in which we enforced the monophyly of all Balloniscus strains. Different methods resulted in 

conflicting outcomes. While the SH test indicates that the hypothesis of monophyly for 

Balloniscus strains cannot be rejected (p = 0.113), the Bayesian analysis resulted in a BF of 

2.763 in favor of the non-monophyly hypothesis. Such value is considered to be strong 

evidence in favor of one specific hypothesis (Kass & Raftery, 2005). Finally, the median-

joining network (Figure 2) also seems to support a scenario of multiple infections, since the 

three groups of Balloniscus strains are separated by a series of mutations shared with strains 
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found in other species, such that forcing their monophyly would necessarily invoke a number of 

recurrent mutations.  

 

Discussion 

Wolbachia is a maternally inherited endosymbiont, being common in terrestrial isopods 

(Bouchon et al., 1998; Cordaux et al. 2001, Ben Hafia Hatira et al., 2008; Bouchon et al. 2008; 

Wiwatanaratanabutr et al., 2009), and having a widespread occurrence, infecting some North 

African, some North-American, Southeast Asia and several European populations. Our results 

present the first record of Wolbachia occurrence in South American species of terrestrial 

isopods, showing the highest Wolbachia diversity among terrestrial isopods.  

Our findings were based on Wolbachia 16S rDNA gene which is largely used to detect 

Wolbachia polymorphism (Werren et al., 1995b; Bouchon et al., 1998; Vandekerckhove et al., 

1999; Rowley et al., 2004; Bordenstein & Rosengaus, 2005). The comparison of the detection 

rates found for other Wolbachia genes tested strongly suggested that the 16S rDNA gene was 

more sensitive for Wolbachia detection, at least in Balloniscus species. So we decided to use it, 

even considering that it is less polymorphic than other markers such as wsp (Schulenburg et al., 

2000). Although this low polymorphism makes the detection of multiple infection difficult 

(Riegler & O’Neill, 2006), we found, in this study, a high diversity of Wolbachia strains 

especially for B. sellowii (13 strains). A high number of strains (five) were also observed for B. 

glaber. Up to now the highest Wolbachia diversity was found in Culex pipiens populations 

which hosts 66 different strains and in only one population up to ten different strains were 

identified (Duron et al., 2006). This high Wolbachia diversity was reported from a huge 

sampled area (Southern Europe, North Africa and Crete), which is much higher than our study 

area. Thus, it is possible that the Balloniscus-Wolbachia diversity is yet an underestimation of 

real Wolbachia diversity in both species. We think that not only in B. sellowii populations 

screened in this study, but in other Balloniscus-populations, the Wolbachia diversity may be yet 
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higher. For terrestrial isopods species a maximum of three strains was described for A. vulgare 

(Cordaux et al., 2004; Verne et al. 2007) and Porcellionides pruinosus (Michel-Salzat et al., 

2001), even though for these species several populations were checked in a wide geographic 

range.  

All phylogenetic analyses showed that Balloniscus strains were grouped outside the 

Oniclade, which contains most of the Wolbachia strains found in terrestrial isopods. At present, 

only a single strain infecting a terrestrial isopod species (in Europe) has been found outside this 

clade (P. pruinosus, wPruI in Cordaux et al., 2001). The observed global phylogenetic pattern 

suggests a different evolutinary history of the Wolbachia in South American host species. 

However, as this is the first investigation in South American terrestrial isopods we cannot 

exclude the presence of an Oniclade in South America.  

Concerning the origins of the Wolbachia strains in Balloniscus, the monophyly of these 

strains have not been supported based on BF, even though the SH test could not reject the 

hypothesis of monophyly. One explanation for such conflicting results is that because the 

branch lengths are small, the SH test does not have much power to reject the null hypothesis of 

monophyly. On the other hand, the BF is calculated after integrating over the parameter space 

and the tree space, which may be more efficient to contrast both hypotheses (Suchard et al., 

2005). In support for this interpretation, it is evident from the network that forcing the 

monophyly of Balloniscus would require invoking several recurrent mutations. Although our 

results suggest that the Wolbachia strains currently found in Balloniscus have multiple origins, 

it is worth to present a possible infection routes from these data. Apparently, we could divide 

the Balloniscus-Wolbachia strains in two major groups: group 1, composed by two Balloniscus 

glaber-Wolbachia strains (wGla1 and wGla2), one strain found in both species (wBal1) and the 

other host species and group 2, composed by one Balloniscus glaber-Wolbachia strain (wGla3), 

the other strain found in both species (wBal2) and B. sellowii-Wolbachia strains, except wSel1 

which could be placed in both groups. Thus, we hypothesized that in group 1, Balloniscus-
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Wolbachia strains diverged among them and infected first B. glaber through other host species 

(Fig. 2B). Then, Wolbachia probably spread in B. sellowii population (Fig. 2B). Unfortunately, 

infections and its routes in South American species are poorly known and other investigations 

must be done to support this idea.   

The phylogenetic analyses also showed that globally in Balloniscus-Wolbachia strains a 

phylogeographical pattern was observed in which each population harbor its own Wolbachia 

strain through the Coastal Plain of Rio Grande do Sul. The exceptions were wGla1 found in 

three different populations and some Balloniscus sellowii-Wolbachia that showed complex 

relationships.  

Furthermore, wSel8 found in SLS was close to wSel7 observed in GLO and wSel9 also 

observed in TAP was close to other two strains observed in this location (wSel10 and wSel11). 

The second strain observed in GLO (wSel3) is close to the only strain observed for B. sellowii 

in CAS (wSel2). These complex relationships may be explained by the fact that B. sellowii is 

associated with rural and urban environments and may be carried by man (passive dispersion) 

to other places, as other terrestrial isopod species (e.g. A. vulgare, Garthwaite et al., 1995). This 

feature may introduce new infected individuals that harbor other Wolbachia strains in a 

population already infected.  

Interestingly, of the four populations where B. glaber and B. sellowii were syntopic 

(CZ3, CID, BRI and TAV), in only one case (TAV), both species shared the same Wolbachia 

strain (wBal1). Probably this finding can be explained by horizontal transmission of Wolbachia 

strain between two species (Werren et al., 1995a; Vavre et al., 1999; Cordaux et al., 2001). In 

addition, considering that this strain is closely related to the strain found in a neighboring area 

(MOS), and exclusively in B. glaber, the most likely scenario is that the infection occurred from B. 

glaber to B. sellowii. In the other three localities (BRI, CZ3 and CID), however, have such pattern 

is less clear, suggesting that other routes and mechanisms may be involved to account for the 

presence of Wolbachia in both species. Also, two strains (wBal1, wBal2) were observed for both 
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species in one (TAV) or two different populations (MSA and CZ3) and two or more strains 

infecting both species were observed in the same population several times (BRI, CAS, CID and 

CZ3). These results showed that Wolbachia is easily transferred between species as well as 

between populations 

Our results showed variable Wolbachia prevalences among the Balloniscus populations, 

which could be influenced by several factors, such as deficiency in vertical transmission 

(Rigaud & Juchault, 1992), length of time of Wolbachia invasion (Shoemaker et al., 2003), 

array of Wolbachia strains within host populations and genetic differentiation among 

populations (Ahrens & Shoemaker, 2005), environmental conditions (Keller et al., 2004) and 

some stochastic factors (Jansen et al., 2008). At present, these factors are yet unknown for 

Wolbachia strains in Balloniscus species and any discussion would be too speculative. Anyway, 

in global terms B. glaber was, in average, more infected than B. sellowii. This result may be 

mainly explained by wGla1 and wGla3, which have shown medium to high prevalences (0.60 

and 0.87, respectively).  

For two populations (ABE and PEL) where B. glaber and B. sellowii are syntopic we 

could not detect infection by Wolbachia in any individual. In addition, Wolbachia was not 

found in other two B. sellowii populations (PAL and CSU). Considering that there are many 

cases of Wolbachia horizontal transfer among species (Werren et al. 1995a, Vavre et al., 1999; 

Cordaux et al., 2001), one possible explanation for absence of infection in these populations 

would be the absence of the species that transferred Wolbachia to Balloniscus species. Also in 

some cases Wolbachia may be lost and it depends on the context of infection (Werren and 

Windsor, 2000; Reuter et al., 2005) and stochastic demographic factors (Rigaud et al 1992) 

Despite Wolbachia effects in Balloniscus species are unknown two were already 

described in terrestrial isopods: feminization (Bouchon et al., 1998; Juchault et al., 1994; Martin 

et al., 1973) and cytoplasmic incompatibility (Legrand & Juchault, 1986; Moret et al., 2001). 

According to Bouchon et al. (1998), feminization probably occurs in species where intersex 
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individuals have been found. However, for both species, B. glaber and B. sellowii (field and 

laboratory observations), this type of individual has never been observed (Araújo & Zardo, 

1995; Almerão et al. 2006; Meinhardt et al., 2007; Quadros & Araujo, 2008). Considering all 

strains, the frequency of infected females was higher for B. glaber, but no statistical difference 

between the frequencies of infected females and males was found for B. sellowii. For most of 

terrestrial isopods, presence of infected males may be due to host resistance to feminization 

(Bouchon et al., 1998) or because different species may show different levels of feminization 

(Rigaud et al., 1999). Concerning cytoplasmic incompatibility, crossing between infected and 

uninfected individuals are necessary to confirm this hypothesis (Legrand & Juchault, 1986; 

Moret et al., 2001). Despite one of these two Wolbachia effects may occur in Balloniscus 

species other Wolbachia effects (Weekes et al., 2002) are not discarded.  

In conclusion, likewise other South American species (Shoemaker et al., 2000; Ciociola 

Jr et al., 2001; Ono et al., 2001; Selivon et al., 2002; Vega et al., 2002; Dittar & Whiting, 2004; 

Heukelbach et al., 2004; Rocha et al., 2005; Cônsoli & Katajima, 2006; Lo & Evans, 2007; 

Souza et al., 2009), Wolbachia also infects South American terrestrial isopods. A population-

based approach detected more accurately the real prevalence rates in our study species in 

comparison with other approaches. This kind of approach allowed us to find a high diversity of 

Wolbachia strains, showing that terrestrial isopods, especially South American species may be 

an excellent model to investigate this interaction. Finally, more species (including species of 

other taxa) must be investigated to better understand Wolbachia evolutionary history in South 

America.  
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Figure 1. Map of study area. A: Map o Brazil (RS: Rio Grande do Sul state); B: Geological 

regions of Rio Grande do sul (a: Upland; b: Peripheral Depression; c: Sul Riograndense Shield; 

d: Coastal Plain). Collections sites: 1, POA (Porto Alegre); 2, ABE (Águas Belas); 3, MSA 

(Morro Santana); 4, CID (Cidreira); 5, TAV (Tavares); 6, CSU (Caxias do Sul); 7, BRI (Barra 

do Ribeiro); 8, TAP (Tapes); 9, SLS (São Lourenço do Sul); 10, CZ3 (Colônia Z3); 11, PEL 

(Pelotas); 12, CAS (Cassino); 13, PAL (Palmares do Sul); 14, GLO (Glorinha); 15, MOS 

(Mostardas) 
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Figure 2. Median joining network of Wolbachia strains (haplotypes) strains in Balloniscus 

species based on 16S rDNA. Colours denote strains in three different groups (white, 

Balloniscus strains; grey, Supergroup B strains and black, Oniclade strains). Supergroup B 

strains (SG1, Thecodiplosis japonensis; SG2, Gryllus rubens (wG1) and G. assimilis; SG3, 

Porcellionides pruinosus (wpruIII) ; SG4, Sphaeroma rugicauda ; SG5, Gryllus pensylvanicus 

(wG2) ; SG6, Culex pipiens (wPip) ; SG7, Drosophila simulans Mont D’Ambre (wMa); SG8, 

Trichogramma pretiosum; SG9, Asellus aquaticus). Oniclade strains (ONI1, Helleria 

brevicornis; ONI2, Porcellio scaber; ONI3, Phyloscia muscorum; ONI4, Ligia oceanica; 

ONI5, Armadillidium vulgare (wvul), A. album (wAlbum), A. nasatum (wnas), Porcellionides 

pruinosus (wpruI) ; ONI6, Armadillidium nasatum BR; ONO7, Porcellio dilatatus petiti; ONI8, 

Chaetophiloscia elongata; ONI9, Haplophthalmus danicus; ONI10, Cylisticus convexus 

(wCc)). Circles denote relative number of sequences and are proportional to the number of 

sequences. Lines and squares between strains denote mutational steps. Numbers (between 

parentheses) above Balloniscus strains denote locations. GeneBank accession numbers of 

Wolbachia strains. 
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Figure 3. Maximum likelihood (ML) phylogenetic tree obtained from portions of 16S rDNA 

nucleotide sequences of Balloniscus-Wolbachia (bold typed). The tree is rooted (Anaplasma 

marginale and Rickettsia rickettsii; out-outgroup) and MLbootstrap values are shown. Names 

the host arthropod species followed by strain name and an accession number denote the specific 

Wolbachia strain. Sidebars and letters A-G denote Wolbachia Supergroups. GeneBank 

accession numbers of Wolbachia strains: (accession numbers) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 96



Table 1. List of populations sampled, map codes and GenBank accession numbers 
_____________________________________________________________________________ 
Population   Map code Geographical coordinates  Accession number 
____________________________________________________________________________________________ 
 
Cassino (CAS)   12  S32°10’14.8’’ WO 52°10’21.4’’ Accession number 
Colônia Z3 (CZ3)  10  S31°40’54.2’’ WO 51°52’01.7’’ Accession number 
Barra do Ribeiro (BRI)  7  S30°39’19.3’’ WO 51°23’13.1’’ Accession number 
Tavares (TAV)   5  S31°17’06.4’’ WO 51°05’34.7’’ Accession number 
Morro Santana (MSA)  3  S30°01’43.3’’ WO 52°46’29.8’’ Accession number 
Águas Belas (ABE)  2  S30°02’10.6’’ WO 51°01’10.5’’ Accession number 
Pelotas (PEL)   11  S31°25’59.5’’ WO 51°37’44.2’’ Accession number 
Cidreira (CID)   4  S30°08’44.5’’ WO 50°19’44.4’’ Accession number 
Caxias do Sul (CSU)  6  S29°10’11.4’’ WO 52°49’14.2’’ Accession number 
Tapes (TAP)   8  S30°40’16.5’’ WO 52°36’07.3’’ Accession number 
Mostardas (MCO)  15  S28°56’24.8’’ WO 49°21’37.5’’ Accession number 
São Lourenço do Sul (SLS) 9  S30°02’10.6’’ WO 51°01’10.5’’ Accession number 
Palmares do Sul (PAL)  13  S30°15’50.8’’ WO 50°30’29.0’’ Accession number 
Glorinha (GLO)   14  S29°54’58.4’’ WO 50°49’15.1’’ Accession number 
Porto Alegre (POA)  1  S30°01’43.3’’ WO 52°46’19.8’’ Accession number 
____________________________________________________________________________________________ 
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Table 2. Prevalence of Wolbachia strains in B. glaber and B. sellowii populations 

 B. sellowii  B. glaber 
Locality N (F/M) Strain IF IM II N (F/M) Strain IF IM II 

ABE 7/12 Uninfected 0 0 0  26/21 Uninfected 0 0 0 

BRI 20/6 wSel1 3 2 5 13/8 wGla1 11 4 15 

CAS 11/5 wSel2 1 0 1 18/12 wGla1 11 4 16 

CID 13/11 wSel7 4 1 5 26/6 wGla3 24 4 28 

CSU 8/5 Uninfected 
 0 0 0 - - - - - 

CZ3 25/13 wBal2 
wSel6 4* 1* 5* 15/17 wGla1 12 8 20 

GLO 11/5 wSel3 
wSel7 2* 0* 2* - - - - - 

MOS - - - - - 10/5 wGla2 2 2 4 

MSA - - - - - 33/11 wBal2 5 0 5 

PAL 14/8 Uninfected 0 0 0 - - - - - 

PEL 11/5 Uninfected 0 0 0 6/5 Uninfected 0 0 0 

POA 20/4 wSel4 
wSel5 8* 1* 9* - - - - - 

SLS 13/6 wSel8 
wSel9 8* 2* 10* - - - - - 

TAP 12/6 
wSel9 

wSel10 
wSel11 

0* 4* 4* - - - - - 

TAV 10/4 wBal1 0 1 1 13/9 wBal1 7 0 7 

Total 175/90  30 12 42 160/94  77 22 99 
N= Number of tested individuals (Females;Males); IF: Number of infected females; IM: Number of 

infected males; II: Number of infected individuals. *: Overall prevalence -: Species not found  
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CAPÍTULO 4 
_____________________________________________________________________ 

DISCUSSÃO GERAL 

Classicamente, as relações filogenéticas dentro do grupo dos isópodos terrestres têm 

sido investigadas baseadas em caracteres anatômicos e morfológicos (Schmalfuss, 1989; 

Wagele, 1989; Leistkow, 2001; Schmidt, 2002). Entretanto, nas últimas décadas tais relações 

têm sido abordadas do ponto de vista molecular com a utilização de marcadores enzimáticos 

(Beck e Price, 1981; Garthwaite et al., 1995; Cobolli-Sbordoni et al., 1995; Gentile e Sbordoni, 

1998; Bilton et al., 1999; Wang e Schreiber, 1999; Klossa-Kilia et al., 2005; Medini-Bouaziz et 

al., 2006; Montesanto et al., 2007) e mitocondriais (Marcadé et al., 1999; Rigaud et al., 1999; 

Michel-Salzat e Bouchon, 2000; Mattern e Schlegel, 2001; Wetzer et al., 2001; Rivera et al., 

2002; Wetzer, 2002; Charfi-Cheikrouha, 2003; Mattern, 2003; Taiti et al., 2003; Klossa-Kilia et 

al., 2006; Parmekelis et al., 2008; Poulakakis e Sfenthourakis, 2008). A partir desses estudos, 

muitas incongruências têm sido encontradas entre as filogenias clássicas e moleculares e 

sugerida a reavaliação do status taxonômico de populações e espécies.  Além disso, muitos 

desses estudos apontam para uma alta estruturação das populações de isópodos terrestres e os 

autores apontam para fatores como baixa capacidade dispersiva dos indivíduos, influência de 

eventos biogeográficos e/ou especiação ecológica, que poderiam explicar tal estruturação.  

Em nosso estudo, ambas as análises filogenéticas basedas no gene COI (Maxima 

verossimilhança e Análise bayesiana), indicaram relações complexas entre as populações das 

duas espécies de Balloniscus ao longo da Planície Costeira do Rio Grande do Sul. A partir 

dessas análises, quatro clados foram evidenciados (três compostos por populações de B. sellowii 

e outro clado composto por todas as populações de B. glaber), os quais podem estar associados 

à história geológica de formação da Planície Costeira no Sul do Brasil. As análises sustentam 

esta hipótese através de evidências de ocorrência de eventos biogeográficos comuns que 

afetaram ambas espécies. Por exemplo, a localização dos haplótipos de ABE (basal no clado IV 

e grupo irmão clado I) e compartilhamento de haplótipos entre PEL, CZ3 e CAS em ambas 
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espécies. Além disso, nossas análises sugerem que o fenômeno de dispersão passiva, 

comumente observada em espécies sinantrópicas de isópodos terrestres (Garthwaite et al., 1995; 

Jass e Klausmeier, 2000), possa estar associado a agrupamentos de populações de B. sellowii 

distantes em um mesmo clado. Apesar de não existirem estudos ecológicos mais detalhados 

sobre B. sellowii, em campo observa-se que essa espécie está associada não somente a 

ambientes nativos, mas principalmente a ambientes sinantrópicos e monoculturas, 

especialmente de Eucalyptus sp. Dessa forma, B. sellowii associa-se a ambientes impactados 

pelo homem e, pode assim ser disperso passivamente. 

Nosso estudo evidenciou valores de diversidade haplotípica e nucleotídica muito 

variáveis entre as populações de ambas espécies, com vários haplótipos específicos. Com 

relação à estruturação, globalmente as populações apresentaram-se homogêneas, ou seja, sem 

uma forte estruturação. Entretanto, comparando-se as duas espécies, as populações de B. 

sellowii apresentaram baixos valores de ΦST e altos valores de diversidade genética, indicando 

uma maior estruturação em relação às populações de B. glaber. Embora as diversidades 

haplotípica e nucleotídica observadas possam ser explicadas por fatores demográficos, 

microorganismos cotransmitidos como Wolbachia podem influenciar a estruturação do mtDNA 

através do desequilíbrio de ligação gerado elo efeito de “carona” (hitchhiking) (Hurst & Jiggins, 

2005) Como citado no capítulo introdutório, Wolbachia consiste de um grupo de 

endossimbiontes que infecta muitos grupos de artrópodos, sendo que isópodos terrestres estão 

entre os mais infectados (Bouchon et al., 2008). Como visto no Capítulo 3, foi observada a 

presença de Wolbachia nas populações de ambas espécies de Balloniscus estudadas.  

Uma das idéias surgidas a partir da presença de Wolbachia nas populações estudadas, 

seria analisar a impacto da mesma sobre a estruturação do mtDNA. Todavia, os primeiros 

indícios não foram muito claros. Ambos os testes de neutralidade aplicados (Tajima e Fu) são 

utilizados para detectar efeito de “carona” (hitchhinking), embora o teste de Fu seja mais 

robusto nesse caso. O nosso estudo evidenciou somente três populações (B. glaber - CAS; B. 
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sellowii - CID e CZ3) para as quais um dos testes foi significativo. Dessas populações, talvez 

em CAS a falta de diversidade mitocondrial possa ser explicada pela presença da bactéria. 

Inicialmente, quando Wolbachia invade uma população, esta pode desviar a frequência de 

haplótipos na direção do haplótipo associado à infecção através de um balanço seletivo. 

Dependendo de fatores como transmissão vertical, por exemplo, em pouco tempo, esse 

haplótipo pode se tornar majoritário na população. Independentemente do tamanho amostral na 

população CAS (n= 6), todos os indivíduos infectados possuem o haplótipo H2, sendo o único 

indivíduo não infectado associado ao haplótipo H1. Além disso, a confirmação de que a seleção 

está atuando sobre um determinado simbionte pode ser analisada através da comparação da 

diversidade haplotípica entre indivíduos infectados e não infectados em uma mesma população 

ou em espécies diferentes. Geralmente, espera-se que a diversidade haplotípica seja maior em 

indivíduos não infectados (Dean et al., 2003; Jiggins, 2003). Tanto em B. glaber quanto em B. 

sellowii, não foram detectadas diferenças significativas entre a diversidade haplotípica entre os 

indivíduos infectados e não infectados. Atualmente, os trabalhos que investigam o impacto de 

Wolbachia sobre mtDNA, utilizam marcadores nucleares como por exemplo, microssatélites 

para uma melhor resolução desse fenômeno (Verne et al., em preparação). Inicialmente, o 

presente trabalho incluia os microssatélites como marcadores nucleares, mas questões técnicas 

impossibilitaram a continuação desse estudo. 

Embora a hipótese de que os indivíduos de cada um dos grupos considerados (clados) 

compatilhassem um ancestral comum mais recente em relação a qualquer de um outro grupo 

(monofilia recíproca das duas espécies) não tenha sido rejeitada (teste de Shimodaira-

Hasegawa), todos os resultados descritos até então sugerem que 1) B. glaber representa uma 

parte da variação genética contida no “complexo” formado pelos clados em B. sellowii; 2) B. 

glaber é uma espécie mais recente. Dessa forma, pode-se imaginar que, em algum momento 

ocorreu diferenciação de populações de B. sellowii, originando B. glaber e a distribuição de 

ambas espécies pode corroborar essa hipótese. Enquanto B. sellowii está distribuída ao longo de 
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uma ampla área geográfica (desde o sudeste do Brasil até a região central da Argentina), B. 

glaber consiste em uma espécie endêmica da Planície Costeira do Rio Grande do Sul. Com o 

surgimento da Planície Costeira, e, consequentemente novos nichos ecológicos, populações de 

B. sellowii poderiam ter ocupado essa região, diferenciando-se das populações originais a partir 

de processos evolutivos, como por exemplo, especiação ecológica.  

De todas as populações analisadas, SLS (B. sellowii) foi, sem dúvida aquela que 

apresentou os índices mais discrepantes. Os haplótipos apresentaram altos indices de 

divergência intra e inter populacionais. Possíveis explicações consistem em: 1) SLS seria uma 

região que representa algum tipo de refúgio onde essa alta variação genética foi mantida; 2) Os 

indivíduos desta população seriam representantes de uma nova espécie; 3) Em SLS, a 

prevalência de Wolbachia é a mais alta entre as observadas em B. sellowii, com, pelo menos, 

duas linhagens presentes (Capítulo 3) No caso de múltiplas infecções por linhagens de 

Wolbachia, alguns estudos mostraram que diferentes linhagens estão associadas com diferentes 

haplótipos, introduzindo assim artefatos nas filogenias baseadas em genes mitocondriais (Hurst 

& Jiggins, 2005). Todas as hipóteses não são excludentes e uma melhor amostragem desta 

região deve ser realizada para um melhor entendimento dessa questão. 

Em relação ao status taxonômico das duas espécies, nosso estudo corrobora a descrição 

de Araujo e Zardo (1995), na qual os autores descreveram B. glaber como uma nova espécie. 

Além das características morfológicas que diferenciam B. sellowii e B. glaber, evidências 

ecológicas tem sido observadas em campo e em laboratório. Em campo, apesar da existência de 

populações sintópicas, os indivíduos de B. glaber são geralmente encontrados enterrados no 

substrato, enquanto B. selowii os indivíduos parecem ocupar camadas mais superficiais do 

substrato (junto à serrapilheira), além de serem encontrados em cascas de árvores, restos de 

construção e fezes secas de vacas. Além disso, ambas as espécies apresentam estratégias 

reprodutivas antagônicas como consequência dessa especialização em diferentes habitats 

(Quadros et al., 2008a).   
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A identificação da presença/ausência de Wolbachia no hospedeiro é tradicionalmente 

feita, dentre outros métodos através de amplificação de gene(s) de interesse(s) ou parte deste(s) 

via PCR. Como visto no capítulo introdutório, os genes tradicionalmente utilizados para esta 

finalidade (groE, ftsZ, wsp e 16S rDNA) possuem características próprias e tais características 

podem se constituir em fatores decisivos não somente na detecção de Wolbachia, mas também 

na detecção de possíveis polimorfismos. No presente trabalho todos os genes citados acima 

(mais o gene dnaA) foram testados, sendo o 16S rDNA aquele que apresentou melhor resposta 

na detecção de Wolbachia em ambas espécies estudadas (Balloniscus glaber e B. sellowii). 

Além disso, apesar de ser um gene considerado menos polimórfico em relação aos outros (p.ex. 

wsp), foi possível a identificação de um alto polimorfismo, principalmente em populações de B. 

sellowii com o reconhecimento de 14 linhagens. 

Dentre os inúmeros dados inéditos levantados no presente trabalho, sem dúvida a alta 

diversidade de linhagens encontrada nas espécies estudadas está entre os mais relevantes. No 

total foram encontradas três e 11 linhagens exclusivas, respectivamente em B. glaber e B. 

sellowii, sendo duas delas compartilhadas por ambas as espécies. Até o presente momento. a 

maior diversidade de linhagens de Wolbachia foi descrita para Culex pipiens na qual mais de 66 

linhagens foram identificadas em populações do Sul da Europa e Norte da África. Em uma só 

população os autores constataram a presença de mais de dez linhagens (Duron et al., 2006). Em 

isópodos, o número máximo de linhagens encontradas até o momento, restringia-se a três 

linhagens presentes em Porcellionodes pruinosus e Armadillidium vulgare (Michel-Salzat et 

al., 2001; Verne et al. 2007). O presente estudo evidenciou uma maior diversidade de linhagens 

encontradas até o momento em espécies de isópodos terrestres em uma área restrita (Planície 

Costeira do Rio Grande do Sul) com 16 linhagens oservadas. Além disso, em populações de B. 

sellowii para as quais foram descritas duas (GLO, SLS e POA) e três linhagens de Wolbachia 

(TAP), problemas técnicos impediram uma busca mais ampla por novas linhagens. Dessa 
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forma, tais resultados indicam que a diversidade de linhagens pode ser ainda muito maior e 

estudos futuros devem elucidar essas questões.  

Em relação às filogenias construídas, as análises filogenéticas realizadas com bases nas 

sequências 16S rDNA evidenciaram que: 1) as linhagens de Wolbachia encontradas nas 

populações de ambas espécies situam-se dentro do Supergrupo B; 2) estas linhagens situam-se 

fora do subclado clássico descrito para os isópodos terrestres (Oniclade em Cordaux et al., 

2001). O primeiro resultado não é tão surpeendente, pois já era esperado que as linhagens 

presentes em ambas espécies estivessem situadas no Supergrupo B. Por outro lado, a não 

inclusão dessas linhagens dentro do Oniclade, sugere que as linhagens ocorrentes na América 

do Sul não são aparentadas com aquelas presentes no Oniclade. A ocorrência de Wolbachia em 

espécies exóticas de isópodos foi preliminarmente analisada, sendo identificada em 

Armadillidium nasatum de BRI a mesma linhagem encontrada em populações francesas desta 

espécie (wNas in Bouchon et al., 1998). Esta pode constituir-se em uma evidência de que as 

linhagens encontradas nas espécies de Balloniscus não foram transferidas via espécies exóticas 

(p. ex. A. vulgare. A. nasatum. Porcelio scaber. etc). Dessa forma, apresentariam um histórico 

evolutivo particular a partir de rotas de transmissão ainda desconhecidas. Cordaux et al. (2001) 

observaram que a linhagem wPruIII (presente em populações francesas de Porcellionides 

pruinosus) situou-se também fora do Oniclade, sugerindo diferentes rotas de transmissão 

horizontal como explicação provável. Na América do Sul, essas rotas devem ser melhor 

entendidas. a partir da detecção de Wolbachia em outros grupos taxonômicos e da utilização de 

uma metodologia padronizada para identificação de novas linhagens (p. ex. MLST). 

Apesar de não serem conhecidas as rotas de transmissão horizontal e dos resultados 

conflitantes em duas análises realizadas (teste de Shimodaira-Hasegawa e Fator de Bayes), os 

resultados sugerem um quadro de múltiplas infecções por Wolbachia nas populações de ambas 

espécies. Todavia, a partir da rede de haplótipos construída (Capítulo 3), sugere-se uma rota de 

invasão e transmissão de Wolbachia nas duas espécies de Balloniscus. Para melhor 
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entendimento dessa possível rota de invasão, dividiu-se a rede de haplótipos em dois grandes 

grupos: grupo 1 composto por duas linhagens ocorrentes em B. glaber (wGla1 e wGla2), uma 

linhagem presente um ambas espécies (wBal1) e linhagens ocorrentes em outros hospedeiros 

(SGB) e grupo 2 composto por uma linhagem encontrada exclusivamente em B. glaber 

(wGla3), outra compartilhada pelas duas espécies (wBal2) e por todas as outras linhagens 

ocorrentes em B. sellowii. Dessa forma, sugere-se a invasão de Wolbachia em populações de B. 

glaber, especialmente em CAS, CZ3, BRI, MOS e TAV espalhando-se posteriormente para 

outras populações de B. glaber (CID e MSA) e, posteriormente para as populações de B. 

sellowii. As análises moleculares indicaram que B. glaber possivelmente seja uma espécie 

derivada de B. sellowii. Tendo em vista que a infecção nas duas espécies estudadas ocorreu 

através de B. glaber, sugere-se a hipótese de que a infecção ocorreu posteriormente à 

especiação. Por outro lado, não é descartada a hipótese de que Wolbachia possa ser agente 

envolvido no processo de especiação no caso das espécies de Balloniscus, principalmente 

devido a alta  prevalência da bactéria em algumas populações de B. glaber.    

As análises filogenéticas ainda sugeriram padrões filogeográficos distintos entre as 

linhagens ocorrentes em B. glaber e B. sellowii. As cinco linhagens de Wolbachia presentes em 

B. glaber estão aparentemente associadas a diferentes populações ao longo da Planície Costeira 

do Rio Grande do Sul, com exceção de wGla1 (observada em três diferentes populações). 

Assim wGla1 esteve presente nas populações situadas no lado interno da Laguna dos Patos e 

wBal2, wGla3, wGla2 e wBal1 presentes em populações na porção oeste, norte, nordeste e leste 

da Laguna dos Patos, respectivamente. Grande parte das linhagens presentes em B. sellowii foi 

associada a diferentes populações e esta distribuição evidenciada em B. glaber, também pode 

ser inferida. Por outro lado, esta distribuição parece ser menos evidente e isso se deve 

principalemente as relações de parentesco mais complexas dessas linhagens. Das linhagens 

encontradas em SLS, wSel8  foi mais relacionada com wSel7 encontrada em GLO e wSel9  foi 

mais relacionada às outras duas linhagens observadas em TAP (wSel10 and wSel11). Além 
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disso, a outra linhagem observada em GLO (wSel3) foi mais relacionada com a única linhagem 

observada em CAS (wSel2). Essas relações poderiam ser explicadas pelo fenômeno da 

dispersão passiva descrita anteriormente, através do qual a diversidade de linhagens de 

Wolbachia em uma população residente seria aumentada com a introdução de indivíduos 

infectados com linhagem(s) não existente(s) nessa população.  

Em quatro populações infectadas (CAS, TAV, CZ3, CID e BRI) as espécies foram 

encontradas em sintopia. Nessas populações, esperavam-se encontrar ambas espécies infectadas 

com a mesma linhagem de Wolbachia. Todavia, esse compartilhamento ocorreu somente em 

TAV, onde a linhagem wBal1 foi observada em ambas espécies. Considerando que esta 

linhagem é estreitamente aparentada com wGla2, e, pelo fato desta ter sido observada 

exclusivamente em B. glaber e em uma população vizinha (MOS), sugere-se que em TAV a 

infecção ocorreu de B. glaber para B. sellowii. Apesar não ter sido evidenciada 

experimentalmente, são várias as evidências sobre a existência de transmissão horizontal de 

Wolbachia e várias hipóteses foram levantadas (Werren et al., 1995a; Vavre et al., 1999; 

Cordaux et al., 2001). Dentre as hipóteses sugeridas, o contato entre indivíduos infectados 

(mortos ou feridos) com indivíduos não infectados via hemolinfa (Rigaud e Juchault. 1995), a 

divisão de um mesmo recurso alimentar (Huigens et al., 2000) ou a transmissão através de um 

mesmo parasitóide (Heath et al., 1999) são prováveis explicações para o caso de TAV. Além 

destas, o canibalismo (registrado em algumas espécies) poderia ser uma via de aquisição da 

bactéria (Paris, 1963).  Além disso, de uma forma geral duas linhagens (wBal1 e wBal2) 

infectaram ambas espécies em uma mesma população (TAV) ou em populações diferentes 

(MSA and CZ3) e duas ou mais linhagens presentes em ambas espécies foram observadas na 

mesma população em quatro ocasiões (BRI. CAS. CID and CZ3). Apesar das inúmeras hipóteses 

que poderiam ser levantadas para explicar estes resultados, o conhecimento das rotas de 

transmissão horizontal é necessário para um melhor entendimento desta questão.  
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Em relação à prevalência de Wolbachia nas populações de B. glaber e B. sellowii, 

nossos resultados mostraram que: 1) Globalmente, em B. glaber a prevalência foi mais alta que 

em B. sellowii 2) Não houve diferença significativa entre a incidência de Wolbachia em B. 

glaber e B. sellowii; 3) Foi observada ausência de Wolbachia em duas populações de B. glaber 

e em quatro de B. sellowii; 4) Em B. glaber, fêmeas foram mais infectadas que machos, 

enquanto que em B. sellowii ambos os sexos foram igualmente infectados. Em relação ao 

primeiro resultado, duas linhagens (wGla1 e wGla3) contribuem de forma significativa para a 

alta prevalência da bactéria em B. glaber, apresentando valores iguais ou acima de 60%. Por 

outro lado, as prevalências observadas em populações de B. sellowii não ultrapassam os 53%. 

Apesar dessa diferença, ambas espécies parecem ser igualmente suscetíveis à infecção. Vários 

são os fatores que podem explicar a prevalência de Wolbachia em populações naturais como, 

por exemplo, a existência de um sistema controlador da transmissão vertical, diferenças na 

ancestralidade da invasão de uma população, competição entre linhagens dentro de uma 

população, diferentes condições ambientais e a atuação de efeitos estocásticos na probabilidade 

de fixação de Wolbachia em uma população (Rigaud e Juchault, 1992; Shoemaker et al., 2003; 

Keller et al., 2004; Ahrens e Shoemaker, 2005. Jansen et al., 2008). O presente trabalho não 

investigou tais fatores e, dessa forma a discussão sobre diferenças das prevalências observadas 

torna-se muito especulativa. Ainda com relação à prevalência de Wolbachia, podem ser vários 

os fatores que explicam a ausência de Wolbachia em uma dada população e dentre estes podem 

ser citados: a ausência da(s) espécie(s) que transmitem Wolbachia para as espécies de 

Balloniscus, perda de Wolbachia por dinâmica de um efeito induzido em uma população 

(Werren e Windsor, 2000), colonização de novos ambientes por um hospedeiro infectado 

(Reuter et al., 2005) ou pela presença de antibióticos naturais (Werren, 1997). 

Embora o efeito de Wolbachia ainda seja desconhecido para as espécies de Balloniscus e 

todos sejam possíveis, dois efeitos induzidos já foram descritos em outras espécies de isópodos 

terrestres: a Feminização e a IC (Martin et al., 1973; Legrand e Juchault, 1986; Juchault et al., 

 107



1994; Bouchon et al., 1998; Moret et al., 2001). De acordo com Bouchon et al. (1998), a 

presença de indivíduos interssexuados na(s) população(s) é uma evidência da Feminização. 

Tanto em B. glaber quanto em B. sellowii, nunca foram encontrados tais indivíduos 

(observações de campo e em laboratório) (Araújo and Zardo, 1995; Almerão et al., 2006; 

Quadros e Araújo, 2008). Diferentes efeitos induzidos podem ser observados em espécies 

próximas e mesmo em diferentes populações de uma mesma espécie (Jaenike, 2007). 

Imaginando que o efeito seja o mesmo para todas as populações de cada espécie, globalmente a 

frequência de fêmeas infectadas nas populações de B. glaber é maior que a frequência de 

machos infectados. Por outro lado, em B. sellowii as frequências para ambos os sexos são 

iguais. Caso as linhagens de Wolbachia presentes em cada espécie realmente induzam o mesmo 

efeito nas populações, em ambas espécies o efeito de Morte de Machos poderia ser descartado, 

pois machos que portam Wolbachia são mortos (Charlat et al., 2005). No caso das linhagens 

presentes em Balloniscus, machos também estiveram infectados. Ainda em relação a machos 

infectados. Bouchon et al. (1998) hipotetizaram que em espécies de isópodos terrestres 

infectadas com linhagens indutoras de Feminização, a presença de machos infectados pode ser 

explicada pela resistência desses indivíduos a Feminização ou devido a diferentes níveis de 

Feminização (Rigaud et al., 1999). Futuramente, essas evidências deverão ser mais bem 

investigadas, assim como os demais efeitos induzidos já descritos na literatura para outros 

grupos. 

Os resultados gerados neste trabalho mostram relações de parentesco complexas entre 

duas espécies do gênero Balloniscus na Planície Costeira do Rio Grande do Sul. Como visto em 

estudos anteriores para outros grupos taxonômicos (Beheregaray et al., 2002; Freygang et al., 

2004; Marinho e Freitas, 2006), a Planície Costeira constitui-se em uma área de grande 

potencial para estudos filogeográficos. Além disso, nessa área foram identificadas novas 

linhagens de Wolbachia presentes em ambas espécies estudadas. O presente trabalho gerou 

dados consistentes sobre a prevalência da bactéria em uma abordagem populacional. Tal 
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abordagem pertimiu a identificação de uma alta diversidade de linhagens e ambas espécies 

estudadas, com históricos de infecção diferentes daqueles já descritos para o grupo. Embora não 

tenham sido encontradas fortes evidências do impacto de Wolbachia na diversidade 

mitocondrial, esse foi um primeiro passo na tentativa de elucidar essa questão. No futuro, 

marcadores nucleares como os microssatélites devem ser investigados para uma melhor 

compreensão dessa questão. Os resultados também evidenciaram que os isópodos terrestres na 

América do Sul constituem-se excelentes modelos para o estudo da interação Wolbachia-

hospedeiro, trazendo ótimas perpectivas para estudos futuros. Tendo em vista a enorme 

diversidade animal encontrada na América do Sul, sugere-se a investigação da presença de 

Wolbachia não somente em outras espécies de isópodos terrestres, mas também outros táxons, 

para uma melhor compreensão da história evolutiva dessa interação na América do Sul.  
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ANEXO I - Fotos Balloniscus glaber 

 

Prancha 1. Balloniscus glaber. Créditos: Aline Ferreira Quadros 
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ANEXO II - Fotos Balloniscus sellowii 

 

Prancha 2. Balloniscus sellowii. Créditos: Luciano Valério (Lucifer)   
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ANEXO III - Autorização para coleta de material biológico 
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ANEXO IV - Autorização para transporte de material biológico para o exterior 

 

 

 

 

 

 133



ANEXO V - Protocolos de rotina molecular 

1) Extração de DNA

1.1) Protocolo Fenol-Clorofórmio (Método Wilson) 

- Lavar os animais em banho de Extran 3% e depois lavar duas ou três vezes com água 

deslitada;   

- Secar os animais com papel absorvente;  

- Preparar tubos ependorfes com 5µL de proteinase K + 400µL de Tampão Wilson* (deixar sob 

gelo) 

*Tris 100 mM 

EDTA 10 mM 

NaCl 100 mM 

SDS 0.1 % 

Dithiothreitol 50 mM 

pH = 8 

- Dissecar os animais (pegar de preferência ovários ou utrículos e tecido nervoso). colocando os 

tecidos nos tubos ; 

- Macerar;  

- Incubar no banho maria a 37°C por 4h; 

- Adicionar ½ 

- Agitar lentamente; 

- Centrifugar a 12000 rpm durante 8 minutes à 15°C. 

- Pipetar o sobrenadante; 

- Adicionar ½ volume de Fenol (200µL) et ½ volume de Clorofórmio isoamil (200µL) ; 

- Agitar lentamente; 

- Centrifugar à 12000 rpm durante 8 minutes a 15°C. 

- Pipetar o sobrenadante; 

- Adicionar 1 volume de Clorofórmio isoamil (400µL) ;  

Centrifuger a 12000 rpm duranet 8 minutos a 15°C 

- Agitar lentamente; 

- Pipetar o sobrenadante; 

- Adicionar 1/10 de volume (40µL) de Acetato de Sódio (3M-pH:7) a 1 volume isopropanol 

(400µL); 

- Agitar lentamente; 

- Deixar overnight a -20°C; 
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- Centrifugar a 15000 rpm durante 30 minutos a 4°C; 

- Esvaziar o tubo com pipeta (em princípio o DNA estará aderido na parede do tubo); 

- Adicionar 500µL de ethanol 70% (centrifugar se o pellet descolar se da parede do tubo) 

- Adicionar 500µL de ethanol 70% (centrifugar se o pellet descolar se da parede do tubo)  

- Esvaziar o tubo com pipeta; 

- Deixar secando na capela até secar bem ;  

- Adicionar 100µL de água MiliQ; 

- Estocar a 4°C. 

OBS: Apesar do protocolo Fenol-Clorofórmio (Método Wilson) não ter sido citado em nenhum 

dos trabalhos da tese. trata-se de um protocolo amplamente utilizado para extrações de DNA em 

isópodos terrestres. sendo utilizado nesse trabalho para testes preliminares.  

 

1.2) Prolocolo Chelex 

- Em um eppendorf. colocar 100µl de resina Chelex 100® (Biorad) 5% (principalmente o 

líquido) + 5 µl proteinase K (no gelo) ; 

- Colocar fragmentos dos tecidos no eppendorf; 

- Macerar; 

- Adicionar 20µl resina Chelex 5% (principalmente as resinas); 

- Agitar levemente; 

- Incubar a 56°C por no m mínimo 30 min e no máximo 1h30min; 

- Incubar a 95°C - 100°C; 

- Centrifugar a 12000 tr/mn durante 4 minutos (temperatura ambiene); 

- Estocar a –20°C; 

OBS: O protocolo Chelex foi originalmente estabelecido para extrações de DNA de materiais 

incluídos em resinas (Coombs et al.. 1999). sendo posteriormente adaptado para tecidos frescos 

e principalmente. para material fixado em etanol absoluto. Além disso. trata-se de um protocolo 

rápido e menos tóxico e poluente em relação aos protocolos que utilizam Fenol e/ou 

Clorofórmio.  

2) Receita PCR 16S rDNA 

Para um tubo (15µl) 

Tampão 10x 1.5µl 

MgCl2 1 µl 

dNTP (8Mm) 0.3 µl 

Primer 1 (99F) (20µM) 0.3µl 
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Primer 2 (994R) (20µM) 0.3µl 

TaqPolrecomb (5u/µl) 0.1µl 

DNA 1µl 

H2O 10.5µl 

 

Termociclador:  
2' à 95°C;  

1' à 95°C;  

1' à 50.6°C;      35x 

1' à 72°C  

5' à 72°C 

15h à 15°C 
 

 

Cn Cp Wn Wp

Mm

1033pb

653pb

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Foto dos produtos de PCR 16S rDNA (Wolbachia) amplificados e 

visualizados em gel de agarose 1.5%. Mm: Marcador molecular (MVI); Cn: 

Controle negativo; Cp: Controle positivo; Wn:Wolbachia negativo; Wp: Wolbachia 

potivivo. 

 

3) Receita PCR COIm 

Para um tubo (15µl) 

Tampão 10x 1.5µl 

MgCl2 1 µl 

dNTP (8Mm) 0.3 µl 

Primer 1 (LCO) (20µM) 0.3µl 
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Primer 2 (HCO) (20µM) 0.3µl 

TaqPolrecomb (5u/µl) 0.1µl 

DNA 1µl 

H2O 10.5µl 

 

Termociclador:  
5' à 95°C;  

50'’ à 95°C;  

50'’ à 55.5°C;  35x 

1' à 72°C  

5' à 72°C 

15h à 15°C 

 

 

Cn Cp COIp

Mm

1033pb

653pb

 

 

 

 

 

Figura 2. Foto dos produtos de PCR Citocromo-oxidase I (COI) (Balloniscus) 

amplificados e visualizados em gel de agarose 1.5%. Mm: Marcador molecular 

(MVI); Cn: Controle negativo; Cp: Controle positivo; COIp: COI potivivo. 

 

3) Purificação 

3.1) Protocolo ExoSap 

Para um tubo (7µl) 

EXOI   0.33 µl 

SAP     0.33 µl 

H20 MiliQ   0.34 µl 

Produto de PCR   6µl 

 

Termociclador:  

1h a 37°C 
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20’ a 80°C 

 

4) Sequenciamento 

4.1) Protocolo BigDye Terminator (BDT) 

Para um tubo (15 µl) 

Tampão BigDye 5x 3µl 

BDT  0.5µl 

Primer (F ou R) (10µM) 0.32µl 

H2O 5.18µl 

DNA 6µl 

 

Termociclador:  

30’’ a 96°C 

45’’ a 96°C 

30’’ à 55°C         25x 

40’’ à 60°C 

15h à 15°C 

 

4.2) Protocolo Acetato de Sódio 

- Para 10µl de reação 

H2O 10µl 

Acetato de Na a 3M (pH=5.2) 2.2µl 

Etanol 100% (temperatura ambiente) 50µl 

- Homogeneizar e depois deixar precipitar durante 20 minutos (temperatura ambiente); 

- Centrifugar a 14000 rpm durante 20 minutos (temperatura ambiente); 

- Eliminar o sobrenadante (de preferência com a pipeta); 

- Lavar com 90µl de ethanol 70% (conservado a -20°C); 

- Centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos a 4°C; 

- Eliminar o sobrenadante (de preferência com a pipeta); 

- Deixar secar por no mínimo 30 minutos na capela até eliminar todo o etanol. 

- Resuspender o pellet em15µl de formamido (após essa etapa é possível conservar a -20°C); 

- Deixar 30 minutos em temperatura ambiente na capela; 

- Vortecar; 
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- Desnaturar a 95°C durante 3 minutos (Termociclador : programa DENAT); 

- Colocar no gelo; 

- Sequenciamento.  
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ANEXO VI - Alinhamento parcial do gene 16S rDNA (Wolbachia) 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

wGla1B.glaBRI TAGTAGTACG GAATAATTGT TGGAAACAGC AACTAATACC GTATACGCCC TACGGGGGAA AAATTTATTG CTATTAGATG AGCCTATATT GGATTAGCTA
wGla1B.glaCAS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla1B.glaCZ3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla2B.glaMOS .......... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... A.........
wGla3B.glaCID .......... .......... .......G.. .......... ....GT.... .......... .......... .......... .......... A.........
wSel6B.selCZ3 .......... .......... .......G.. .......... .....T.... .......... .......... .......... .......... A.........
wSel1B.selBRI .......... .......... .......G.. .......... .....T.... .......... .......... .......... .......... A.........
wSel2B.selCAS .......... .......... .......G.. .......... .....T...A .......... .......... .......... .......... A.........
wSel3B.selGLO .......... .......... .......G.. .......... .....T.... .......... .......... .......... .......... A.........
wSel4B.selPOA .......... .......... .......G.. .......... .....T.... .......... .......... .......... .......... A.........
wSel5B.selPOA .......... .......... .......G.. .......... .....T..T. .......... .......... .......... .......... A.........
wSel7B.selGLO .......... .......... .......G.. .......... .....TA... .......... .......... .......... .......... A.........
wSel7B.selCID .......... .......... .......G.. .......... .....TA... .......... .......... .......... .......... A.........
wSel8B.selSLS .......... .......... .......G.. .......... .....TA... .......... .......... .......... .......... A.........
wSel9B.selSLS .......... .......... .......G.. .......... .....T.... .......... .......... ......T..T .......... A.........
wSel9B.selTAP .......... .......... .......G.. .......... .....T.... .......... .......... ......T..T .......... A.........
wSel10B.selTAP .......... .......... .......G.. .......... .....T.... .......... ..n....... ......T..T .......... A.........
wSel11B.selTAP .........- ---------- -......G.. n......... .....T.... .......... .......... ......T..T .......... A.........
wBal1B.glaB.selTAV .......... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... A.........
wBal2B.glaB.selMSA .......... .......... .......G.. .......... .....T.... .......... .......... .......... .......... A.........
wBal2B.glaB.selCZ3 .......... .......... .......G.. .......... .....T.... .......... .......... .......... .......... A.........
wNasBRI .......... .......... .......G.. .......... .......... C......... .......... .......... .......... A........T

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

wGla1B.glaBRI GTTGGTGGAG TAACAGCCTA CCAAGGCAAT GATCTATAGC TGATCTGAGA GGATGATCAG CCACACTGGA ACTGAGATAC GGTCCAGACT CCTACGGGAG
wGla1B.glaCAS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla1B.glaCZ3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla2B.glaMOS .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla3B.glaCID .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel6B.selCZ3 .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .A........ ..........
wSel1B.selBRI .......... ...T...... ....T..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel2B.selCAS .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel3B.selGLO .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... ...A...... .......... ..........
wSel4B.selPOA .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel5B.selPOA .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel7B.selGLO .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel7B.selCID .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel8B.selSLS .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel9B.selSLS .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel9B.selTAP .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel10B.selTAP .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel11B.selTAP .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal1B.glaB.selTAV .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal2B.glaB.selMSA .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal2B.glaB.selCZ3 .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wNasBRI ......A.G. ...T...T.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

 
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
wGla1B.glaBRI GCAGCAGTGG GGAATATTGG ACAATGGGCG AAAGCCTGAT CCAGCCATGC CGCATGAGTG AAGAAGGCCT TTGGGTTGTA AAGCTCTTTT AGTGAGGAAG
wGla1B.glaCAS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla1B.glaCZ3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla2B.glaMOS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla3B.glaCID .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel6B.selCZ3 .......... .......... .......... .......... .......... .....A.... .......... .......... .......... ..........
wSel1B.selBRI .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......A... .......... ..........
wSel2B.selCAS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel3B.selGLO .......... ...G...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel4B.selPOA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel5B.selPOA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....A.... ..........
wSel7B.selGLO .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel7B.selCID .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel8B.selSLS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel9B.selSLS .......... .......... .......... .......... ....T..... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel9B.selTAP .......... .......... .......... .......... ....T..... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel10B.selTAP .......... .......... .......... ......n... ....T..... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel11B.selTAP .......... .......... .......... .......... ....T..... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal1B.glaB.selTAV .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal2B.glaB.selMSA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal2B.glaB.selCZ3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wNasBRI .......... .......... .......... .......... .....T.... .......... .......... .......... .......... ..........
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310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

wGla1B.glaBRI ATAATGACGG TACTCACAGA AGAAGTCCTG GCTAACTCCG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGGAGAGGGC TAGCGTTATT CGGAATTATT GGGCGTAAAG
wGla1B.glaCAS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla1B.glaCZ3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla2B.glaMOS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla3B.glaCID .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel6B.selCZ3 .......... .......... .......... .......... .......... ....A..... .......... .......... .......... ..........
wSel1B.selBRI .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel2B.selCAS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel3B.selGLO .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel4B.selPOA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel5B.selPOA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel7B.selGLO .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel7B.selCID .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel8B.selSLS ........A. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel9B.selSLS .......T.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ........-.
wSel9B.selTAP .......T.. .......... .......... .......... .......... ...n...... .......... .......... .......... ........-.
wSel10B.selTAP .......T.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ........-.
wSel11B.selTAP .......T.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ........-.
wBal1B.glaB.selTAV .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal2B.glaB.selMSA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal2B.glaB.selCZ3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wNasBRI .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

 
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
wGla1B.glaBRI GGCGCGTAGG CTGGTTAATA AGTTAAAAGT GAAATCCCGA GGCTTAACCT TGGAATTGCT TTTAAAACTA TTAATCTAGA GATTGAAAGA GGATAGAGGA
wGla1B.glaCAS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla1B.glaCZ3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla2B.glaMOS .......... ...A...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla3B.glaCID .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel6B.selCZ3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel1B.selBRI .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel2B.selCAS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel3B.selGLO .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel4B.selPOA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel5B.selPOA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel7B.selGLO .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel7B.selCID .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel8B.selSLS .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel9B.selSLS ...------- -......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel9B.selTAP ...------- -......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel10B.selTAP ...------- -......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel11B.selTAP ...------- -......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal1B.glaB.selTAV .....A.... ...A...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal2B.glaB.selMSA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal2B.glaB.selCZ3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
wNasBRI .......... ...AC..... .......... .......... .......... .......... .........G .......... .......... ..........  

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

wGla1B.glaBRI ATACCTGATG TAGAGGTAAA ATTCGTAAAT ATTAGGAGGA ACACC-AGTG GCGAAGGCGT CTATCTGGTT CAAATCTGAC GCTGAAGCGC GAAGGCGTGG
wGla1B.glaCAS ..T....... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla1B.glaCZ3 ..T....... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla2B.glaMOS ..T....... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ..........
wGla3B.glaCID ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wSel6B.selCZ3 ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... ......AA.. .......... .......... ...A......
wSel1B.selBRI ..T....... A......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ..........
wSel2B.selCAS ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wSel3B.selGLO ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wSel4B.selPOA ..T....... ......GG.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wSel5B.selPOA ..T....... ......GG.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wSel7B.selGLO ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wSel7B.selCID ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wSel8B.selSLS ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wSel9B.selSLS ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wSel9B.selTAP ..T....... .......G.. ....n..... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wSel10B.selTAP ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wSel11B.selTAP ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wBal1B.glaB.selTAV ..T....... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ..........
wBal2B.glaB.selMSA ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wBal2B.glaB.selCZ3 ..T....... .......G.. .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... ...A......
wNasBRI ..T...AG.. .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .....G.... ..........
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610 620 630 640
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....

wGla1B.glaBRI GGAGCAAACA -GGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCACGCTGT AAAC
wGla1B.glaCAS .......... -......... .......... .......... ....
wGla1B.glaCZ3 .......... -......... .......... .......... ....
wGla2B.glaMOS A......... -......... .......... .......... ....
wGla3B.glaCID .......... -......... .......... .......... ....
wSel6B.selCZ3 .......... -......... .......... .......... ....
wSel1B.selBRI .......... -......... .......... .......... ....
wSel2B.selCAS .......... -......... .......... .......... ....
wSel3B.selGLO .......... -......... .......... .......... ....
wSel4B.selPOA .......... -......... .......... .......... ....
wSel5B.selPOA .......... -......... .......... .......... ....
wSel7B.selGLO .......... -......... .......... .......... ....
wSel7B.selCID .......... -......... .......... .......... ....
wSel8B.selSLS .......... -......... .......... .......... ....
wSel9B.selSLS .......... -......... .n........ .......... ....
wSel9B.selTAP .......... -......... .......... .......... ....
wSel10B.selTAP .......... -......... .......... .......... ....
wSel11B.selTAP T......... -......... .......... .......... ....
wBal1B.glaB.selTAV A......... -......... .......... .......... ....
wBal2B.glaB.selMSA .......... -......... .......... .......... ....
wBal2B.glaB.selCZ3 .......... -......... .......... .......... ....
wNasBRI .......... -......... .......... .......... ....

 
Figura1. Alinnhamento dos fragmentos do gene 16S rDNA das linhagens de Wolbachia 

encontradas nas espécies de Balloniscus. amplificados pelos primers 99F e 994R. As 22 

linhagens estão discriminadas à esquerda do alinhamento. Números acima das sequências 

correspondem às posições dos nucleotídeos. pontos a nucleotídeos similares e traços a gaps nas 

sequências. A letra “n” foi adicionada em posições de difícil verificação.  
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ANEXO VII- Alinhamento parcial do gene citocromo oxidase subunidade I (COI) 

(Balloniscus) 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

H1 CTTTGAGTAT AATTATTCGT ACTGAGTTAG GTCAATCGGG AAGTTTGATT GGGGATGATC AAATCTATAA TGTTATTGTT ACCGCACATG CATTTGTAAT GATTTTTTTT
H2 .......... G......... .......... .......... .......... ..A.....C. ....T..... .......... ..T....... .......... ......C...
H3 .......... G......... .......... .n........ .......... ..A.....c. ....T..... .......... ..T....... .......... ......n...
H4 .......... G......... .......... .......... .......... ..A.....C. .......... .......... ..T....... .......... ......C...
H5 .......... G......... .......... .......... .......... ..A....... ....T..... .......... ..T....... .......... ......C...
H6 .......... G......... .......... .......... .......... ..A.....C. .......... .......... ..T....... .......... ......C...
H7 .......... G......... .......... .......... .......... ..A.....C. .......... .......... ..T....... .......... ......n...
H8 .......... G......... .......... .......... .......... ..A.....C. .......... .......... ..T....... .......... ......C...
H9 .......... ......C... .......... .......... .........C ........C. ....T..... .......... ..T..G.... .......... ..........
H10 ..C.T..A.. .......... .....A.... .G.....A.. G......... ..A....... .G..T..... ...A...... ..T..T.... .......T.. A.........
H11 ......n... G......... .......... .C........ .......... ..A.....C. .......... .......... ..T....... .......... ......C...
H12 .......... G......... .....A.... .......... .......... ..A.....C. .......... .......... ..T....... .......... ......C...
H13 .......... g......... .....a.... .......... .......... ..A.....C. .......... .......... ..T....... .......... ......C...
H14 ..C.T..A.. G......... .......... .A...G.A.. T..A...... ..T.....C. .G.....C.. ...A.....A ..T..T.... .......T.. A.........
H15 ..C.T..A.. G......... .......... .A...G.A.. T..A...... ..T.....C. .G.....C.. ...A.....A ..T..T.... .......T.. A.........
H16 ..C.T..A.. .......... .....A.... .G.....A.. G......... ..A....... .G..T..... ...A...... ..T..T.... .G.....T.. A.........
H17 ..C.T..A.. .......... .....A.... .G.....A.. G......... ..A....... .G..T..... ...A...... ..T..T.... .......T.. A.........
H18 .AC.A..A.. .........C .....A.... .A..G..T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H19 .AC.A..A.. .........C .....A.... .A..G..T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H20 .AC.A..A.. .........C .....A.... .A..G..T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H21 .AC.A..A.. .......... .....A.... .G..G..T.. T..A..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H22 .AC.A..A.. .......... .....A.... .G..G..T.. T..C...... ..T....... ....T..... .......... ..T..T.... .......... A.........
H23 .AC.A..A.. .......... .....A.... .A..G..T.. T.....A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T..C. ....C..... A.........
H24 .A..A..A.. .......... .....A.... .G..G..T.. T......... ..A....... ....T..... .......... ..T..T.... .......... A.........
H25 .A..A..... .......... .TG..A.... .....G.A.. T.....A... ..T.....G. .G..T..... ...A...... ..T..T.... .....A.T.. A.........
H26 .AC.A..A.. .......... .....A.... .G.....T.. T......... ..T....... ....T..... .......... ..T..T.... .......... A.........
H27 .AC.A..A.. .......... .....A.... .G.....T.. T......... ..T....... ....T..... .......... ..T..T.... .......... A.........
H28 ..C.T..A.. .......... .....A.... .G.....A.. G......... ..A....... .G..T..... ...A...... ..T..T.... .......T.. A.........
H29 ..C.T..A.. .......... .....A.... .G.....A.. G......... ..A....... .G..T..... ...A...... ..T..T.... .......T.. A.........
H30 ..C.T..A.. .......... .....A.... .G.....A.. G......... ..A....... .G..T..... ...A...... ..T..T.... .......T.. A.........
H31 ..C.T..A.. .......... .....A.... .G.....A.. G.....A... ..A....... .G..T..... ...A...... ..T..T.... .......T.. A.........
H32 .A..A..A.. .......... ..A..A.... .G..GG.A.. .........C ..T..C.... ....T..... ...A...... ..T..T.... .......T.. A.........
H33 .A..A..A.. .......... ..A..A.... .G..GG.... .......... ..T....... ....T..... ...A...... ..T..C.... .......T.. A.........
H34 .A..A..A.. .......... ..A..A.... .G..GG.A.. .......... ..T....... ....T..... ...A...... ..T..T.... .......T.. A.........
H35 .A..A..A.. .......... ..A..A.... .G..GG.... .......... ..T....... ....T..... ...A...... ..T..C.... .......T.. A.........
H36 .A..A..A.. .......... ..A..A.... .G..GG.T.. .......... ..T..C.... ....T..... ...A...... ..T..T.... .......T.. A.........
H37 .A..A..A.. .......... .....A.... .A.....T.. T..C...... ..T....... ....T..... .......... ..T..T.... .......... A.........
H38 ..C.A..A.. .........C .....A.... ....G..T.. T..A..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H39 ..C.A..A.. .........C .....A.... ....G..T.. T..A..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H40 .A..A..A.. .........C .....A.... .A..G..T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H41 .AC.A..A.. .......... .....A.... .A.....T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H42 nnnnnnnA.. .........C .....A.... .A..G..T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H43 ....A..... .........G .T......G. .A.....A.. T.....A... ..T..C.... .G..T..... ...A...... ..A..T.... .C.....T.. ..........
H44 ..C.T..A.. G......... .T......G. .A...G.A.. T.....A... .......... ....T..... ...A...... ..A..T.... .G.....T.. A.........
H45 ..C.T..A.. G..A...... GT......G. .A...G.A.. T.....A... .......... ....T..... ...A...... ..A..T.... .G.....T.. A.........
H46 ..C.C..A.. .......... .......... .A...G.A.. ......A... .......... .G..T..... ...A.....A ..T..T.... .C.....T.. A.........
H47 ..C.T..A.. .......... .......... .G........ ......a... ........C. .G..T..... ...A.....A ..T..T.... .......T.. ..........
H48 ..C.T..A.. .......... .....n..nn .G.nnn.nnn n.n...n... ........C. .G..T..... ...A.....A ..T..T.... .......T.. ..........
H50 .AC.A..A.. .......... .....A.... .A..G..T.. T.....A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T..C. ....C..... A.........
H51 .AC.A..A.. .......... .....A.... .A..G..T.. T.....A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T..C. ....C..... A.........
H52 .AC.A..A.. .......... .....A.... .A..G..T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H53 .AC.A..A.. .......... .....A.... .A.....T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H54 ..C.T..A.. ......C... .....A.... .......A.. T..A..A..C ..T....... ....T..... ...A...... ..T..T.... .......T.. A.........
H55 .AC.A..A.. .......... .....A.... .A.....T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H56 .AC.A..A.. .......... .....A.... .A.....T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H57 .nn.a..A.. .......... ..n..n.... .A.....T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H58 .AC.A..A.. .......... .....A.... .A.....T.. T..C..A... ..T....... ....T..... .........G ..T..T.... .......... A.........
H59 .AC.A..A.. ......C... .....A.... .G..G..T.. T..C...... ..T....... ....T..... .......... ..T..T.... .C........ A.........
H60 .AC.A..A.. ......C... .....A.... .nn.G..T.. T..C...... ..T....... ....T..... .......... ..T..T.... .......... A.........
H61 ..C.T..A.. .......... .....A.... .A.....A.. T..A...... ..T....... ....T..... ...A...... ..T....... .T.....T.. A.........
H62 ..C.T..A.. .......... ..G..A.... .....G.A.. T..A..A... ..T....... ....T..... ...A...... ..T..C.... .......T.. A.........
H63 ..C.T..A.. ......C... .....A.... .......A.. T..A..A..C ..T....... ....T..... ...A...... ..T..T.... .......T.. A.........
H64 .A..A..A.. .......... ..A..A.... .G..GG.... .......... ..T..C.... ....T..... ...A..C... ..T..T.... .......T.. A.........
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230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

H1 TCCACCTTCT TTGCTTCTTT TATTAAGAAG TGGGTTAGTT GAGAGAGGGG TGGGAACTGG TTGGACAGTT TATCCTCCTT TGGCTGGAAA TATTGCTCAC AGAGGAGGGT
H2 .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .A........ .....GC... ..........
H3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .A........ .....nc... ........n.
H4 .......... .......... .......... .........C ..A....... .......... .......... .......... .A........ ......C..T ..........
H5 .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .A........ .....GC... ..........
H6 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .A........ ......C... ..........
H7 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .A........ .......... ..........
H8 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .A........ ......C... ..........
H9 .......... .......... .......... ...A...... ..n..G.... C...G..... .......... .......... .A........ .........T ........T.
H10 A..T...... ..AT.AT.A. .....G.... A..C...A.. ..A.....T. .A.....A.. ...A..T... .......... .A........ ......C..T ..T..T..T.
H11 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .A........ ......C... ..........
H12 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .A........ ......C... ..........
H13 .......... .......... ..C....... .......... .......... .......... .......... .......... .A........ ......C... ..........
H14 A..T...... ..AT...... .....G.G.. ...T...... ..A..T..A. .T.....A.. C..A..G... .......... .A........ ......C..T ..G..T..A.
H15 A..T...... ..AT...... .....G.G.. ...T...... ..A..T..A. .T.....A.. C..A..G... .......... .A........ ......C..T ..G..T..A.
H16 G..T...... ..AT.AT.A. .....G.... A..C...... ..A.....T. .A.....A.. ...A..T... .......... .A........ ......C..T ..TA.T..T.
H17 G..T...... ..AT.AT.A. ..C..G.... A..C...A.. ..A.....T. .A.....A.. ...A..T... .......... .A........ ......C..T ..T..T..T.
H18 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ ...C.G...T ..T..G..T.
H19 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ ...C.G...T ..T..G..T.
H20 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ ...G.G...T ..T..G..T.
H21 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ .....G...T ..T..G..T.
H22 A..C...... ..AT.C.... .......T.. ...T...A.. ..A..T.... .T.....A.. A..A...... .......... .A........ .....GA..T ........T.
H23 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ .....G...T ..T..G..T.
H24 A..T...... ..AT....C. .....G.T.. ...T...A.. ..A..T.... .T.....A.. A..A...... .......... .A........ .....GA..T .....G..T.
H25 ...T...... ..AT..T.A. .....GCT.. A..A...A.. ..A..G..T. .A........ ...A..G... .......... .A........ ......G..T ..G...A...
H26 A..C...... ..AT.C..C. .....G.... ...A...A.. ..A..T.... .T.....A.. A..A...... .......... .A.....G.. .....GA..T .....G..T.
H27 A..T...... ..AT.C..C. .....G.... ...A...A.. ..A..T.... .T.....A.. A..A...... .......... .A.....G.. .....GA..T .....G..T.
H28 A..T...... ..AT.AT.A. ..C..G.... A..C...A.. ..A.....T. .A.....A.. ...A..T... .......... .A........ .........T ..T..T..T.
H29 G..T...... ..AT.AT.A. ..C..G.... A..C...A.. ..A.....T. .A.....A.. ...A..T... .......... .A........ ......C..T ..T..T..T.
H30 A..T...... ..AT.AT.A. ..C..G.... A..C...A.. ..A.....T. .A.....A.. ...A..T... .......... .A........ .........T ..T..T..T.
H31 A..T...... ...T.AT.A. .....G.... A..C...A.. ..A.....T. .A.....A.. ...A..T... .......... .A........ .........T ..T..T..T.
H32 A..T...... ..AT.AT.A. .....G.... ...A.....A ..A..T..A. .T..G..A.. G.....G... ..C....... .......... ......C..T ........A.
H33 A..T...... ..AT.AT.A. .....G.... .........A ..A..T..A. .T.....A.. G..A..G... .......... .......G.. .........T ..........
H34 A..T...... ..AT.AT.A. .......... .........A ..A..T..A. .T..G..A.. G..A..G... ..C....... .......... .........T ..........
H35 A..T...... ..AT.AT.A. .....G.... .........A ..A..T..A. .T.....A.. G..A..G... .......... .......G.. .........T ..........
H36 A..T...... ..AT.AT.A. .....G.... .........A ..A..T..A. .T.....A.. G..A..G... .......... .......... ......A..T ..........
H37 A..C...... ..AT.C.... .....G.... ...T...... ..A..T..A. .T.....A.. A..A...... ..C....... .A........ .G...GA..T .....G..T.
H38 A..C.....A ..AT...... .....G.... ...A...A.. ..A..T..A. .T..G..A.. C..A...... .......... .A.....G.. .....G...T ........T.
H39 A..C.....A ..AT...... .....G.... ...A...A.. ..A..T..A. .T..G..A.. C..A...... .......... .A.....G.. .....G...T ........T.
H40 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ ...C.G...T ..T..G..T.
H41 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ .....G...T ..T.....T.
H42 A......... ..AT.C.... .....G.... ...C...... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ ...C.G...T ..T..G..T.
H43 A..T.....A ..AT.AT.A. ..C....T.. ...T...A.C ..A..C..A. .T.....A.. A......... .......... .A...A.... ......C..T ..C...A..G
H44 A..T...... ..AT..T.A. .......T.. ...A...A.. ..A....... .T.....A.. ...A..T... .......... .AT....G.. .........T ..T..GA.T.
H45 A..T...... ..AT..T.A. .......T.. ...AA..A.. ..A....... .T.....A.. ...A..T... .......... .AT....G.. .........T ..T..GA.T.
H46 A.....C... ..AT..T.A. .......G.. A..T...... ..A..T.... .T.....A.. A..A..T..A .....C.... .AT...C... .........T .....T.CT.
H47 A.....C... ..AT..T.A. .......G.. A..T...... ..A..T..A. .A..G..A.. A..A..T..A ..C....... .A........ .....G.... .....T..T.
H48 A.....C... ..AT..T.A. .......G.. A..T...... ..A..T..A. .A..G..A.. A..A..T..A .......... .A........ .....G.... .....T..T.
H50 A......... ..AT.C.... .....G.... .......A.. ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ .....G...T ..T..G..T.
H51 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ .....G...T ..T..G..T.  
H52 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T.....A.. A..A...... .....C.... .A........ .....G...T ..T..G..T.
H53 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..C..A.. A..A...... .....C.... .A........ .....G...T ..T..G..T.
H54 A..T...... ..AT...... .......G.. G..T...... ..A..G..A. .T..T..A.. ...A...... .......... .A........ .........T ..T..T..T.
H55 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ .....G...T ..T..G..T.
H56 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ .....G...T ..T..G..T.
H57 A......... ..AT.C.... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ .....G...T ..T..G..T.
H58 A......... ..AT...... .....G.... .......... ..A..T..A. .T..G..A.. A..A...... .....C.... .A........ .....G...T ..T..G..T.
H59 A..C...... ..AT.C..C. .....G.T.. ...T...A.. ..A..T.... .T.....A.. A......... .......... .A........ .....GA..T ........T.
H60 A..C...... ..AT....C. .....G.T.. ...T...A.. ..A..T.... .T.....A.. A......... .......... .A........ .....GA..T .....G..T.
H61 A..T...... ..AT...... .....G.... G..T...... ..A..T.... .T..G..A.. ...A...... .......... .A........ .........T ..T..T..A.
H62 A..T...... ..AT...... .......G.. ...C...... ..A..T.... .T..G..A.. ...A...... ..C....... .A........ .........T .....T....
H63 A..T...... ..AT...... .......G.. G..T...... ..A..G..A. .T..T..A.. ...A...... .......... .A........ .........T ..T..T..T.
H64 A..T...... ..AT.AT.A. .....G.... .........A ..A..T..A. .T.....A.. G..A..G... .......... .......... ......A..T ..........
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340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
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H1 CTGTGGATAT AGGTATTTTT TCTCTTCATT TAGCTGGGGC GAGATCTATT TTAGGAGCTG TAAATTTTAT TACAACTGTA ATAAATATAC GTATGAAGGG TATAAGAATG
H2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T....... .......... ..........
H3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...n...... ..T....... .......n.. ..........
H4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.....G. .......... ..........
H5 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T....... .......... ..........
H6 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T....... .......... ..........
H7 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T....... .......n.. ..........
H8 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T....... .......... ..........
H9 .A..A..... G..A...... .......... .......... ......G... ..G..G.... .......... .........G ..T......T .......A.. ......G..A
H10 .G..T..... G..A...... .......... .......... C..T...... ..G.....A. .T........ ..GT..A... ..T....... ....A..A.. ....CA...A
H11 .......... .......... .......... .........T .......... .......... .......... .......... ..T....... .......... ..........
H12 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T....... .......... ..........
H13 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T....... .......... ..........
H14 .A..A..... ...A...... .......... ....G..A.. T......... ........A. .T........ ..GT...... ..T....... .A..A..A.. G...TAT..A
H15 .A..A..... ...A...... .......... ....G..A.. T......... ........A. .T........ ..GT...... ..T....... .A..A..A.. G...TAT..A
H16 .A..T..... G..A...... .......... .......... T..T...... ..G.....A. .T........ ..GT..A... ..T....... ....A..A.. ....CA....
H17 .A..T..... G..A...... .......... .......... C..T...... ..G.....A. .T........ ..GT..A... ..T....... .......A.. ....CA...A
H18 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H19 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H20 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H21 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H22 .A........ ...A...... .......... .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....T ..C....... .A.....A.. A...CAT..A
H23 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H24 .A........ ...A...... ..C....... .......... T.....A... .....G..G. .......... ..GG...... ..T....... .A.....A.. A..GTAT..A
H25 .A..A..... .......... .......... ....A..AAT T......... .....T.... .......... ..G......T ..T....... .A..AGGAA. A........A
H26 .A..A..... .......... ..C....... .......... T.....A... ........G. .G........ ..GT.....T ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H27 .A..A..... .......... ..C....... .......... T.....A... ........G. .G........ ..GT.....T ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H28 .A..T..C.. G..A...... .......... .......... C..T...... ..G.....A. .T........ ..GT..A... ..T....... .......A.. ....CA...A
H29 .A..T..... G..A...... .......... .......... C..T...... ..G.....A. .T........ ..GT..A... ..T....... .......A.. ....CA...A
H30 .A..T..... G..A...... .......... .......... C..T...... ..G.....A. .T........ ..GT..A... ..T....... .......A.. ....CA...A
H31 .A..T..... G..A...... .......... .......... T..T...... ........A. .T........ ..GT..A... ..T....... ....A..A.. .....AG...
H32 .A........ ...A...... .......... .G..G..T.. T..C..A... ........A. .T........ ..GT...... ..T....... .A..A..A.. A....AT..A
H33 .A........ G..A...... .......... .G..G..T.. T..T..A... ........A. .T........ ..GT..G... ..T....... .A..A..A.. A....AT..A
H34 .A........ G..A...... .......... .G.....T.T T..T..A..C .....G..A. .T........ ..GT...... ..T....... .A..A..A.. A....AT..A
H35 .A........ G..A...... .......... .G..G..T.. T..C..A... ........A. .T........ ..GT..G... ..T....... .A..A..A.. A....AT..A
H36 .A........ G..G...... .......... .G..G..T.. T..G..A... ........A. .T........ ..GT..G... ..T....... .A..A..A.. A....AT..A
H37 .A..A..... .......... ..C....... .......A.. T.....A... ........G. .T........ ..GG.....T ..T....... .A.....A.. A...CAT..A
H38 .A..A..... ...A...... ..C......C .......A.. T.....A... .....T..A. .......... ..G....... ..T....... .A..A..A.. G...TAT..A
H39 .A..A..... ...A...... ..C....... .......A.. T.....A... .....T..A. .......... ..G....... ..T....... .A..A..A.. G...TAT..A
H40 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H41 .A..A..... ..CA...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG...... ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H42 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A........ A...TAT..A
H43 .A..A..... ...A...... .......... .......A.. T..T...... .....G.... .......... ..GT...... ..T....... .G.....A.. .....A...A
H44 .A........ ...A...... .....C.... ....A..A.T A..G...... ..G....... .T........ ..G...G... ........G. .G..A.CA.. C....A...A
H45 .A........ ...A...... .....C.... ....A..A.T A..G...... ..G....... .T........ C.G..GG... T.......G. .G..A.CA.. C....A...A
H46 .A..A..... G..A...... ..C....... .......T.T A......... ........A. .T........ ..GC...... ..C....... .A..A..A.. ......T..A
H47 .A..A..... G..A...... .......... .......A.. A......... .......... .T........ ..GT...... ..T....... .A..A..A.. A....AG..A
H48 .A..A..... G..A...... .......... .......A.. A......... .......... .T........ ..GT...... ..T....... .A..A..A.. A....AG..A
H50 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H51 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H52 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H53 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H54 .A..A..... G..A...... .......... ....A..A.. T......... ........A. .T........ ..GT...... ..T....... .A..A..... A...TAT..A
H55 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H56 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H57 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .G........ ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H58 .A..A..... ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .......... ..GG.....C ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H59 .A.....C.. ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .G........ ..GG.....T ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H60 .A.....C.. ...A...... .........C .......A.. T.....A... .....G..G. .G........ ..GG.....T ..T....... .A.....A.. A...TAT..A
H61 .A..A..... ...A...... .......... ....A..A.. T..G...... .....G..A. .T........ ..GT...... ..T....... .A..A..A.. A...TAT..A
H62 .A..A..... ...A...... .......... ....A..A.. T......... .....G..A. .T........ ..GT...... ..T....... .A..A..A.. A...TAT..A
H63 .A..A..... G..A...... .......... ....A..A.. T......... ........A. .T........ ..GT...... ..T....... .A..A..... A...TAT..A
H64 .A..A..... G..G...... .......... .G..G..T.. T..C..A... ........A. .T........ ..GT..G... ..T....... .A..A..A.. A.....T..A  
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450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

H1 GATAAAGTTA CTTTGTTCAT TTGGTCTGTT TTTATTACTG CTATTCTTCT TTTGTTATCT TTACCTGTTT TAGCAGGGGC TATTACAATA TTGTTAACTG ATCGTAATTT
H2 .......... .......T.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
H3 .......... .......T.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
H4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
H5 .......... .......T.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
H6 .......... .......T.. .......... .......... .......... ...A...... .......... .......... .......... .......... ....A.....
H7 .......... .......T.. .......... .......... .......... ...A...... .......... .......... .......... .......... ....A.....
H8 .......... .......T.. .......... .......... .......... ...A...... .......... .......... .......... .......... ....A.....
H9 ......A... .......T.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...C...... ..A..G.... ..........
H10 ......C.A. ....A..TG. A......... .......... .......... .........A C......... .G........ A........G .......... ....A.....  
H11 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
H12 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
H13 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
H14 .....G..A. ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...A.....A C........C .T.....A.. A........G ........A. ....A.....
H15 .....G..A. ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...A.....A C........C .T.....A.. A........G ........A. ....A.....
H16 ......C.A. ....A..TG. A......... .......... .......... .........A C......... .G..G..... A........G .......... ....A.....
H17 ......C.A. ....A..TG. A......... .......... .......... .........A C......... .G........ A........G .......... ....A.....
H18 .......... ..C.A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......G... ..A.....A. ..........
H19 .......... ..C.A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......G... ..A.....A. ..........
H20 .......... ..C.A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......G... ..A.....A. ..........
H21 .......... ..C.A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......G... ..A.....A. ..........
H22 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T.....T.. .......... ..A.....A. ........C.
H23 .......... ..C.A..TG. A........A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......G... ..A.....A. ..........
H24 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T.....T.. .........G ..A.....A. ........C.
H25 .....G.... .......TG. ...A...... .......... .......... ...A.....A C.......AC .T........ A.....T... ..A.....A. ....A.....
H26 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T.....T.. A......... ..A.....A. ........C.
H27 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T.....T.. G......... ..A.....A. ........C.
H28 ......C.A. ....A..TG. A......... .......... .......... .........A .......... .G........ A........G .......... ....A.....
H29 ......C.A. ....A..TG. A......... .......... .......... .........A .......... .G........ A........G .......... ....A.....
H30 ......C.A. ....A..TG. A......... .......... .......... .........A C......... .G........ A........G .....G.... ....A.....
H31 ......T.A. ....A..TG. A......... .......... .......... .........A C.T....... .G........ A......... ........G. .C..A.....
H32 .....G..G. ....A..TG. ......A..A .......... .......... ...AC..... .....G...C .T..T..A.. .......... ..A.....A. ....A.....
H33 .....G..G. .......TG. ......A..A .......... .......... ...AC..... .....G...C .T.....A.. .......... ..A.....A. ....A.....
H34 .....G..GG ....A..TG. ......A..A .......... .......... ...AC..... .....G...C .T..G..A.. .......... ..AC....A. ....A.....
H35 .....G..G. .......TG. ......A..A .......... .......... ...A...... .....G...C .T..G..A.. .......... ..A.....A. ....A.....
H36 .....G..G. ........G. ......A..A .......... .......... ...AC..... .....G...C .T..G..A.. .......... ..A..G..A. ....A.....
H37 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T.....T.. ...C...... ..A.....G. ........C.
H38 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T..T..A.. ......T... ..A.....A. ..........
H39 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T..T..A.. ......T... ..A.....A. ..........
H40 .......... ..C.A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......G... ..A.....A. ..........
H41 .......... ..C.A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......T... ..A.....A. ..........
H42 .......... ..C.A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......G... ..A.....A. ..........
H43 .......... ....A..TG. ...A.....A .......... .......... ...A.....A ........CC .T..T..A.. A......... ..A.....A. ..........
H44 .....GA..T ....A..T.C .........A .......... .A........ ...A.....A C....G...C .T........ A.....T... ..A..G..G. ....G.....
H45 .....GA..T ....A..T.C .........A .......... .A........ ...A.....A C....G...C .T........ A.....T... ..A..G..G. ....G.....
H46 .......... .C..A..TG. A........A ..A.....A. .......... ...A...... ..G..C...C .C..T..T.. .......... ..A....... ....G.....
H47 ........A. ....A..TG. A.....A..A .......... .......... ...A.....A .........C .T.....T.. .......... ..A....... ....A.....
H48 ........A. ....A..TG. A.....A..A .......... .......C.. ...A.....A .........C .T.....T.. .......... ..A....... ....A.....
H50 .......... ..C.A..TG. A........A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......G... ..A.....A. ..........
H51 .......... ..C.A..TG. A........A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......G... ..A.....A. ..........
H52 .......... ..C....TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......G... ..A.....A. ..........
H53 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......T... ..A.....A. ..........
H54 ........A. ....A...G. A..A.....A .......... .......... ...A.....C .........C .T.....A.. A......... ..A.....A. ..........
H55 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......T... ..A.....A. ..........
H56 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... .C.AC.T..A .........C .T........ ......T... ..A.....A. ..........
H57 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......T... ..A.....A. ..........
H58 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T........ ......T... ..A.....A. ..........
H59 ........A. ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC.T..A .........C .T.....T.. .........G ..A.....A. ........C.
H60 .......... ....A..TG. A..A.....A .......... .......... ...AC...nn nnn......C .T.....T.. .........G ..A.....A. ........C.
H61 .....G..A. ....A..TG. A........A .......... .......... ...A.....A .........C .T..G..A.. A......... ..A.....A. ..........
H62 ........A. ....A..TG. A........A .......... .......... ...A.....A .........C .T.....A.. A..C...... ..A.....A. ..........
H63 ........A. ....A...G. A..A.....A .......... .......... ...A.....A .........C .T.....A.. A......... ..A.....A. ..........
H64 .....G..G. ........G. ......A..A .......... .......... ...AC..... .....A...C .T..G..A.. .......... ..A.....A. ....A.....
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560 570 580 590 600 610 620
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . .

H1 AAATACTTCT TTTTTTGATC CAAGAGGAGG AGGGGATCCT ATTTTATATC AGCATTTGTT TTGATTTTTT GGTC
H2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....
H3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....
H4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....
H5 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....
H6 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....
H7 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....
H8 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....
H9 .......... .......... .......... .........A .......... .......... .......... ....
H10 .......... .......... .T........ T........A .......... .A.....A.. .......... ....
H11 .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ....
H12 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....
H13 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....
H14 G......... .......... .......... T........A .......... .A.....A.. .......... ....
H15 G......... .......... .......... T........A .......... .A.....A.. .......... ....
H16 .......... .......... .T..G..... T........A .......... .A.....A.. .......... ....
H17 .......... .......... .T........ T..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H18 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ..C.
H19 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ..C.
H20 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ..C.
H21 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ..C.
H22 T........A ........C. .......T.. ...A.....A .......... .......A.. .......... ..C.
H23 G........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ..C.
H24 T........G .......... .......T.. ...A.....A .......... .......A.. .......... ..C.
H25 G......... .......... .T.....G.. ...T.....A ..C....... .A...C.C.. .......... ..C.
H26 T........A .......... .T.....T.. ...A..C..A .......... .A.....A.. .......... ....
H27 T........A .......... .T.....T.. ...A..C..A .A........ .A.....A.. .......... ....
H28 .......... .......... .T........ T..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H29 .......... .......... .T........ T..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H30 .......... .......... .T........ T..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H31 .......... .......... .T..G..... T.....C..A .......... .A.....A.. .......... ....
H32 .......... ........C. .......... ...T...... ........C. .......... .......... ....
H33 .......... ........C. .......G.. ...T...... .......... .......... .......... ....
H34 G......... ........C. .......... ...T...... ........C. .......... .......... ....
H35 .......... .......... .......G.. ...T...... .......... .......... .......... ....
H36 .......... .......... .......... ...T...... .......... ...G...... .......... ....  
H37 T........A .......... .T.....T.. ...A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H38 .......... ........C. ....T..T.. G........A .......... .A.....A.. .......... ....
H39 .......... .......... ....T..T.. G........A .......... .A.....A.. .......... ....
H40 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H41 .........A .....C.... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. C......... ....
H42 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H43 .......... .......... ....G..... G..A.....A .....G.... .A.....A.. .......... ....
H44 G..C...... .......... .......... ...A.....A .......... .......A.. .......... ....
H45 G..C...... .......... .......... ...A.....A .......... .......A.. .......... ....
H46 ...C...... .......... .......G.. ...A...... ...C...... .A.....A.. .......... ....
H47 .......... .......... .......G.. T......... .......... .A.....A.. .......... ....
H48 .......... .......... .......G.. T......... .......... .A.....A.. .......... ....
H50 G........A .......... .T.....T.. ...A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H51 G........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H52 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H53 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H54 .......... ........C. .......T.. .........A .....G.... .A........ .......... ....
H55 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H56 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A n.n......n .n..n..A.n .......... ....
H57 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H58 .........A .......... .T.....T.. G..A.....A .......... .A.....A.. .......... ....
H59 T........A .......... .......T.. ...A..C..A .....G.... .A.....A.. .......... ....
H60 T........A .......... .......T.. ...A..C..A .....G.... .A.....A.. .......... ....
H61 ......C... .......... .......T.. G........A .......... .A.....A.. .......... ....
H62 .......... .......... .......T.. .........A .......... .A...C.A.. .......... ....
H63 T......... ........C. .C.....T.. .........A .......... .A........ .......... ....
H64 .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ....  
Figura 2. Alinnhamento dos fragmentos do gene COI das espécies de Balloniscus. amplificados 

pelos primers LCO e HCO. Os 63 hapótipos estão discriminadas à esquerda do alinhamento. 

Números acima das sequências correspondem às posições dos nucleotídeos. pontos a 

nucleotídeos similares e  traços a gaps nas sequências. A letra “n” foi adicionada em posições 

de difícil verificação.  
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