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Resumo

As plantas sdo, de modo geral, um recurso alimentar de baixo valor
nutricional, além de apresentarem uma série de defesas contra a
herbivoria. Por estas razdes, os animais que as utilizam como alimento
precisam dispor de mecanismos que os auxiliem a superar estas limitagoes.
Um destes mecanismos € a manutencdo de associagdes simbidticas com
microorganismos capazes de aproveitar de forma mais eficaz os nutrienfes
vegetais e contornar as defesas por eles apresentadas. De fato, a maioria
dos herbivoros apresenta microbiotas simbiontes em seus aparelhos
digestivos, sendo que um dos grupos qué mais se destfaca neste aspecto &
o dos dipteros tefritideos, cujas associagdes com bactérias sdo conhecidas
h& quase um século. Como a maioria das associagoes desta natureza, no
entanto, as relagdes entre os tefritideos, suas plantas hospedeiras e sua
microbiota ainda ndo sdo completamente compreendidas. Enfre os
fatores que contribuem para esta deficiéncia se destaca o fafo de que os
métodos normalmente utilizados para estudos microbianos envolvem o
cultivo do material coletado. J& foi demonstrado, no entanto, que apenas
uma péquenc fracdo das bactérias existentes pode ser culfivada com as
técnicas disponiveis atuaimente e, por isso, estudos que usem tais técnicas
para caracterizagdo de comunidades bacterianas serdo necessariamente

incompletos.
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Com a finalidade de melhorar o entendimento sobre as relacdes
enfre os ftefritideos e seus simbiontes foi estudada a microbiota de
Tomoplagia minuta, uma espécie enddfaga de Vernonanthura polianthes
(Asteraceae), composta comum em campos brasileiros. Para tentar avaliar
o mais corretamente possivel a riqueza desta comunidade microbiana um
fragmento do gene do rDNA 16S foi amplificado com primers para o
dominio Eubacteria, sem que se recorresse a uma etapa prévia de cultivo
do material. Os produtos de PCR foram submetidos & eletroforese em gel
de gradiente desnaturante (DGGE), capaz de separar fragmentos de um
mesmo tamanho e sequéncias diferentes. Com esta metodologia foram
encontrados 24 fragmentos distinfos nos géis, que correspondem a 24
ribotipos diferentes na microbiota de T. minufa. Este ndmero é muito maior
do que o enconirado em qualquer outro estudo sobre microbiotas de
’refriﬁdebs e comprova ndo apenas a grande riqueza destas comunidades,
como também a necessidade de mudan¢as nas metodologias
fradicionalmente empregadas nos estudos sobre elas. Descobriu-se ainda
que a microbiota em questdo parece ser razoavelmente uniforme em toda
a espécie, apresentando, porém, maiores diferengas em relagdo a de

Cecidocharis sp, uma outra espécie de tefritideo que infesta V polianthes.
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Plants are an alimentary resource of low nutritional value and present
some defenses against herbivorous. Therefore, animals that use them as
food sources must have mechanisms that help them 1o surpass these
limitations. One of these mechanisms is the maintenance of symbiotic
associations with microorganisms capable of using plant nutrients in a more
efficient form and of skirting the defenses presented by them. In fact, the
majority of the herbivorous presents bacterial symbiotic floras in their guts.
Tephritidae (Diptera) is one of the most distinguished group in this aspect,
with the first record of this association frorﬁ the beginning of last century. As
the majority of the interactions of this nature the relations between the
tephritids, their plant hostesses and their bacterial microbiota are not still
completely understood. Among the factors that contribute to this
deficiency the methodologies normally used for microbial studies, that
involve the culture of the material in study, can be detached. However, as
only oné small fraction of the existing bacteria can be culfivated with the
available techniques, studies that use culture for characterization of
bacterial communities will be incomplete.

To improve the understanding of the relafions between the tephritids
and their symbionts, the microbiota of Tomoplagia minuta, an

endophagous species of Vernonanthura polianthes (Asteraceae), a
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common head flower of Brazilian fields, was studied. To try to evaluate the
wealth of this microbiota a fragment of the gene of IDNA 16S was amplified
with universal primers for the domain eubacteria, without a previous stage
of culture of the collected material. The PCR products were submitted to
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE), capable of separating
fragments of same size and different sequences. Twenty four distinct
frogmerﬁs were presents in the gels, that correspond to the twenty four
different lineages in the bacterial microbiota of Tomoplagia minuta. This
number is bigger than any one found in other studies on bacterial
microbiota of tephritids, and not only proves the great richness of the
microbiota of these insects, but also the necessity of changes in the
traditionally used methodologies. The microbiota seems to be uniform in all
the samples, still presenting some differences with the microbiota of

Cecidocharis sp, another species of tephrifid that also infests V. polianthes.
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1 INTRODUGAO

1.1 A IMPORTANCIA DAS COMUNIDADES DE MICRORGANISMOS SIMBIONTES NA
HERBIVORIA.

Embora formem a base de muitas cadeias alimentares, sendo assim a fonte
primaria de toda a matéria organica que flui por elas, as plantas sao, de modo
geral, um recurso alimentar de baixa qualidade (Jones, 1983). Os nutrientes
fornecidos por elas em geral encontram-se desbalanceados (com caréncia ou
excesso de um ou mais nutrientes em relagdo aos demais), conjugados com
compostos téxicos ou ainda presentes em formas ndo diretamente utilizdveis
(como o carbono na celulose, por exemplo). Além disso, muitas plantas possuem
defesas quimicas e mecéanicas de varios tipos contra a herbivoria. As quimicas
sdo em geral representadas pela produgdo de uma variedade de metabdlitos
secundarios mais ou menos téxicos aos herbivoros, enquanto as mecanicas
podem ser, entre outras, a produgdo de cascas, espinhos e envoltérios rigidos em
torno deA ramos, sementes e frutos (que eventualmente podem contribuir para a
dispersdo destes ultimos, ao permitir que transitem sem maiores danos peio
aparelho digestivo do animal). Por fim, as plantas sdo um recurso heterogéneo,
apresentando variagdes temporais, espaciais e teciduais na disponibilidade e na
producao tanto de nutrientes quanto de outras substancias.

As limitagcbes impostas palas plantas ao seu uso como recurso alimentar
impdem aos herbivoros a necessidade de possuirem mecanismos que lhes
permitam contornar estas limitagdes. Estes mecanismos podem ser de natureza

fisiolégica (capacidade de metabolizar compostos secundarios, por exemplo),
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morfolégica (desenvolvimento de o6rgdos como o papo e O rumem) e
comportamental entre outras. Um dos tipos mais interessantes de mecanismo
usado pelos animas, especialmente insetos, para lidar com essas dificuldades é o
estabelecimento de relagdes simbiéticas' com microrganismos. Em virtude do seu
pequeno tamanho, das altas taxa de crescimento e reproducgéo, da tendéncia a
ocorrerem em comunidades complexas e das suas capacidades metabdlicas
peculiares 0os microrganismos sdo capazes de realizar os seguintes processos

(Jones, 1983):

1. concentrar nutrientes;

2. sintetizar nutrientes a partir de precursores simples;

3. converter componentes refratarios ou nutricionalmente pobres em
componentes uteis;

4. deconjugar complexos nutriente-nutriente e nutriente-nao-nutriente;

5. detoxicar nutrientes;

6.. operar em taxas metabdlicas altas;

7. ocupar ambientes fisicamente pequenos em altas densidades;

8. adaptar-se fisiologicamente a mudancgas na disponibilidade de recursos
com maior rapidez do que os préprios insetos por meio de mudangas na
densidade populacional ou alteragdes metabdlicas;

9. adaptar-se evolutivamente as mudangas em longo prazo na

disponibilidade de recursos com maior rapidez do que os proprios insetos.

' Neste trabalho o conceito de simbiose foi usado para se referir apenas a situagdo na qual dois ou
mais organismos vivam em ligagao fisica e fisioldgica constante, sem qualquer implicagdo quanto
ao significado ecoldgico desta ligagao para os organismos envolvidos.
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Assim, os microrganismos podem atuar em conjunto com os herbivoros na
exploracdo dos seus recursos alimentares e, de fato, relagdes simbidticas sao
atualmente conhecidas em praticamente todas as ordens de insetos (Jones,
1993), bem como em muitos outros grupos de invertebrados. Estas relagoes, que
envolvem bactérias, fungos e protozoarios, podem variar desde o mutualismo
estrito, no qual as espécies envolvidas nao podem sobreviver separadamente, até
o comensalismo, com o simbionte se aproveitando do material ingerido que nao é
utilizado pelo inseto (Douglas, 1998; Amann et al., 1995; Cazemier et al., 1997).

Estudos sobre o assunto tém contribuido para a descoberta de muitas
espécieé novas de microrganismos e, ndo por acaso, Amann et al. (1995) concluiu
que o estudo detalhado das espécies de bactérias simbiontes de insetos pode
elevar o numero de espécies bacterianas conhecidas em varias ordens de
magnitude. Infelizmente, e apesar dos estudos que vém sendo feitos sobre o
assunto, o papel da maioria das relagbes simbidticas entre insetos e
microrganismos, bem como a exata composicdo das comunidades de
microrganismos envolvidas, permanecem obscuros para a maioria dos casos
conhecidos.

Dos muitos grupos de insetos que apresentam simbioses ainda n&o
inteiramente compreendidas um dos mais interessantes € o dos tefritideos
(Diptera, Tephritidae). Estes insetos e suas microbiotas intestinais seréo
abordados na proxima segdo, onde sera feito um apanhado geral do estado de
conhecimento sobre a composigao e o papel destas, deixando evidente o quanto o

assunto ainda permanece obscuro mesmo apos décadas de pesquisa. Na dltima
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se¢éo serdo abordadas metodologias moleculares recentemente introduzidas no
estudo de comunidades microbiolégicas que ampliaram em muito o conhecimento
sobre elas e que, certamente, poderdo fazer o mesmo para comunidades de

microorganismos simbiontes como as apresentadas pelos tefritideos.

1.2 OS TEFRITIDEOS E SEUS SIMBIONTES

Os tefritideos sao dipteros de tamanho médio a pequeno, coloragédo
corporal escura com bandas claras e asas manchadas (Borror et al., 1989).
Constituem uma das maiores familias desta ordem, com aproximadamente 500
géneros e 4200 espécies, a grande maioria delas endéfaga. A familia esta dividida
nas sub;famflias Dacinae, Trypetinae e Tephritinae, sendo que os membros das
duas primeiras infestam predominantemente frutos, enquanto os da terceira
utilizam as partes vegetativas e capitulos de asteraceas, além de flores de
algumas outras familias, eventualmente formando galhas. Os tefritideos aparecem
em todos os continentes, principalmente nas areas temperadas e tropicais, onde
se supdem que tenha surgido (Batemam, 1972). Evidéncias fdsseis e
biogeogréficas sugerem que os géneros mais antigos estdo nas sub-familias
Dacinae e Trypetinae, sendo Tephritinae um grupo mais recente (Headrick &
Goedem, 1998).

As fémeas dos tefritideos dispdoem de um ovipositor longo e extensivel,
utilizado para depositar os ovos no interior do tecido vegetal. Apds a eclosao, as
larvas passam por trés estadios de desenvolvimento. Nas espécies que infestam
asteraceas, as larvas empupam no proprio capitulo e os adultos emergem cerca

de quatro semanas apds a oviposi¢do. No caso das espécies endofagas de frutas
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as larvas em geral empupam no solo, apds deixarem o fruto. A duracdo da vida
dos adultos varia de menos de um més até cerca de um ano (White & Elson-
Harris, 1992; Borror et al., 1989).

Pétri (1909), estudando Dacus oleae (um tefritideo que infesta azeitonas),
descobriu no aparelho digestivo deste inseto a ocorréncia de uma bactéria,
identificada por ele como Bacterium (Pseudomonas) savastanoi. Observou ainda a
existéncia de duas estruturas aparentemente relacionadas com a manutenc¢éao
desta bactéria. A primeira consiste num bulbo cefalico, apéndice ao esbéfago, que
foi interpretado por Petri como sendo um “reservatorio” da bactéria em questao. A
segunda estrutura € uma modificagédo da parede dorsal do reto das fémeas de D.
oleae. Trata-se de um conjunto de tubulos, ou criptas, retais, onde estao presentes
as bactérias encontradas no tubo digestivo. Ao passar pelo oviduto o ovo é
pressionado contra estas criptas e contaminado pelas bactérias, que se
desenvolverdo na larva em cecos do intestino meédio (Batemam 1972), passando
posteriormente para a microbiota intestinal do adulto, provavelmente a partir da
infeccdo do bulbo esofagico ainda durante a fase de pupa. Tais criptas ndo séao
comuns em outras espécies de tefritideos, embora algumas espécies do género
Dacus possuam canais entre o trecho final do intestino e o oviduto, que poderiam
facilitar a contaminagdo dos ovos (Batemam 1972). Ja o bulbo esofagico esta
presente em todas as espécies da familia. Posteriormente, foram encontradas
bactérias do aparelho digestivo de muitos outros tefritideos, deixando claro que a
presenca de uma microbiota nestes 6rgdos é comum na familia. Foi descoberto
também que, de modo geral, os 6rgdos envolvidos na simbiose sdo maiores e

mais complexos na sub-familia Dacinae, € menores e mais simples na Trypetinae.
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Embora a descoberta da microbiota dos tefritideos tenha sido feita ha mais
de noventa anos, ainda nao existe consenso sobre o seu significado na biologia
destes dipteros. Segundo Drew & Lloyd (1988) as possibilidades vao desde serem
apenas um item da dieta dos tefritideos (p. ex. Drew et al., 1983; Girollami, 1986)
até a ocorréncia de mutualismo estrito, situacdo na qual os tefritideos e suas
bactérias nao poderiam sobreviver separados. Entre estes dois extremos ha uma
grande variedade de cenarios propostos, como o de que as bactérias degradariam
produtos téxicos (inclusive inseticidas) presentes na alimentagéo dos tefritideos
(Boush & Matsumura 1967), ou a de que as bactérias teriam um papel importante
na hidrélise de proteinas e na produgao de aminoacidos ausentes na alimentacao
dos adultos (Bateman, 1972). Outros autores consideram ainda que as bactérias
fornecem nutrientes ou metabdlitos importantes apenas para um determinado
momento do ciclo de vida dos tefritideos influenciando, por exemplo, a
sobrevivéncia e o desenvolvimento das larvas (Howard & Bush 1989). Matioli &
Solferini (1993) propuseram para Anastrepha um cenario no qual as bactérias
seriam "hospedadas" pela larva, ganhando assim protecdo contra condigbes
adversas encontradas nos frutos, especialmente o aumento na concentragéo de
alcoois e compostos fendlicos decorrente da propria atividade bacteriana na polpa.
O inseto por sua vez "ganharia" uma fonte de proteinas e um agente detoxicante,
capacitando-o a explorar um leque maior de fontes de alimento.

Um ponto que poderia fornecer evidéncias indiretas sobre o tipo de relagao
existente entre os tefritideos e sua microbiota seria a maneira pela qual esta é
adquirida pelos insetos. A contaminagdo durante a oviposigado observada em

Dacus oleae, considerada como indicadora da elevada importédncia da microbiota,
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' ndo é encontrada em outras especies, levando alguns autores a proporem vias
alternativas para a sua aquisicdo pelos tefritideos. Daser & Brand! (1992), por
exemplo, demonstraram que, em varios géneros, a microbiota presente nas larvas
difere da dos adultos, de forma que a hipétese de transmissao desta pelo ovo esta
excluida nestas espécies. Drew et al. (1983) consideram que as bactérias
encontradas nos adultos de Dacus tryoni provém continuamente de sua
alimentag&o, citando como evidéncias o baixo pH do papo e do estdmago (entre
3,0 e 3,5), que impede ou inibe o crescimento da maioria das bactérias; a
similaridade entre a microbiota do adulto e a de seu suposto alimento (folhas e
frutos de amora) e o fato de que pseudomonideos fluorescentes de leguminosas
(bactérias nao encontradas em tefritideos) podem ser isolados do tubo digestivo
de adultos de D. tryoni aos quais tenham sido oferecidos como parte da
alimentaééo.

Por outro lado, existem boas evidéncias de que a microbiota presente no
aparelho digestivo dos tefritideos nao é apenas conseqiéncia de sua alimentacao.
Ratner & Stoffolano (1982) notaram a formagéo de corpos membranosos contendo
bactérias no bulbo esofagico de Rhagoletis pomonella. Segundo os autores, estes
corpos, derivados da camada intima do epitélio do bulbo, protegeriam as bactérias
da acidez do papo e intestino médio durante sua passagem por estes 6rgaos, até
sua liberagdo no ambiente menos acido do intestino posterior. Desta forma, seria
possivel que uma microbiota permanente se estabelecesse neste local a partir de
bactérias "cultivadas" no bulbo esofagico, conforme proposto iniciaimente. A
existéncia destes corpos membranosos, cuja unica funcdo aparente esta

relacionada com a manutencdo da microbiota &, assim como o sédo as criptas
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retais, uma boa evidéncia de que pelo menos algumas espécies de tefritideos
devem estabelecer simbioses estaveis com suas bactérias. Quanto a deteccéo
nos adultos de bactérias presentes em seu alimento, Girolami (1986) demonstrou
que, em Ceratitis capitata, a microbiota é adquirida durante o periodo larval, ainda
gue eéta espécie seja capaz também de obté-la pela alimentagdo. Por fim, a
semelhanga entre a microbiota dos tefritideos e a das plantas das quais se
alimentam pode significar que estas estdo sendo contaminadas pelos tefritideos
durante o processo de regurgitacdo e re-ingestao do alimento realizado por muitos
deles na fase adulta (Drew & Lloyd 1987).

Para compreender as relagdes entre tefritideos e bactérias € fundamental
que se conhega primeiro a composi¢éo, a diversidade e a variabilidade da
microbiota em questao. Com este objetivo Daser & Brandl (1992) encontraram um
total de 24 linhagens bacterianas distintas em larvas e adultos de oito espécies
dos géneros Rhagoletis, Tephritis e Urophora. Howard et al. (1985) caracterizaram
a microbiota do bulbo esofdgico de sete espécies do género Rhagoletis,
encontrando também uma grande diversidade de linhagens. Ja Boush et al. (1972)
encontraram apenas quatro espécies de bactérias no trato digestivo da mosca de
fruta caribenha Anastrepha suspensa. Mesmo com estes avangos, no entanto,
ainda ha muitas duvidas sobre a composicdo da microbiota dos tefritideos.
InvestigacOes recentes, por exemplo, ndo tém encontrado P. savastanoi em
adultos de D. oleae, levantando a hip6tese de que seu verdadeiro simbionte nao
seja esta bactéria e sim uma outra, mais dificil de cultivar e ainda nao identificada
(Girolami, 1986). O mesmo acontece com R. pomonella e seu suposto simbionte,

P. melophthora (Howard & Bush, 1989). Além disso, muitos trabalhos reportam
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que a linhagem bacteriana predominante pode variar até mesmo entre individuos
de uma mesma populagao (Howard & Bush 1989). Todos estes trabalhos deixam
claro que a composig¢ao, a abundancia, a variabilidade e o papel da microbiota dos
tefritideos ainda estao longe de serem completamente elucidados.

As dificuldades encontradas na pesquisa sobre a microbiota dos tefritideos
sdo, em parte, fruto da sua complexidade, pois é perfeitamente possivel que a
microbiota e seu papel nao sejam os mesmos em todas as espécies da familia.
Por outro lado, ndao se pode ignorar o fato de que o volume de pesquisas sobre
esta relagdo, embora crescente, ainda € pequeno, mesmo no que diz respeito a
espécies mais importantes do ponto de vista econédmico, como a mosca-da-maga,
R. pomonella, e a mosca-da-azeitona, D. oleae.

Para as espécies da sub-familia Tephritinae, que representam mais de 40%
do total de espécies da familia (cerca de 1800 espécies no total, a maioria
infestantes de capitulos), nao existe praticamente nenhuma informacgéao disponivel
sobre as suas relagdes com bactérias, sendo que a Unica reviséo existente sobre
este grupo (Headrick & Goeden, 1998) nem mesmo menciona a existéncia de
simbiontes. A Gnica referéncia encontrada sobre a da microbiota de tefritideos
infestantes de capitulos é o trabalho de Daser e Brandl (1992), que trata também
de outros tefritideos. A falta de pesquisas sobre o grupo é ainda mais grave em se
considerando o importante papel ecoldgico destas espécies, especialmente no
contexto das relagdes inseto-planta no Brasil. De forma geral a familia Tephritidae
é responsavel por cerca de 2/3 das espécies brasileiras de enddfagos de

compostas, com 80 espécies (18 géneros), das quais 25 pertencem ao género
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- Tomoplagia (Prado, 2000), fornecendo assim um excelente modelo para o estudo
das relagbes entre endéfagos em geral e suas bactérias.

A microbiota de oito espécies de tefritideos brasileiros dos géneros
Tomoplagia, Tetreuaresta, Trupanea e Xanthaciura, todos importantes endéfagos
de asteraceas brasileiras, foi estudada por Moretti (1998), que encontrou um total
de vinte linhagens bacterianas nestes quatro géneros. Mesmo assim o autor
concluiu que os métodos bacteriologicos empregados restringiram a gama de
deteccdo de espécies bacterianas e ndo geraram dados quantitativos para se
determinar que espécie bacteriana € a predominante dentre as isoladas.

Dadas as conclusdes do trabalho citado acima, bem como as dificuldades
apresentadas por outros trabalhos com tefritideos em caracterizar corretamente as
microbiotas bacterianas em estudo, parece claro que qualquer pesquisa sobre o
assunto deve buscar métodos de caracterizagdo de comunidades bacterianas
mais apurados do que os empregados até o momento. Tal necessidade se faz
ainda mais forte no caso de estudos envolvendo espécies enddfagas de
Asteraceas, para as quais nao se pode contar com praticamente nenhuma
literatura que fornega pontos de partida para as sondagens ou dados para
comparagao com os resultados obtidos. A proxima seg¢do apresentara alguns dos
métodos da biologia molecular atualmente disponiveis que vem sendo utilizados
com sucesso em estudos sobre comunidades de microorganismos, focando

principalmente naqueles que seréo utilizados no desenvolvimento deste trabalho.
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1.3 Os METODOS MOLECULARES NO ESTUDO DE COMUNIDADES BACTERIANAS.

As dificuldades presentes na caracterizagdo da microbiota dos tefritideos
mostradas na secdo anterior ndo sao exclusivas deste grupo. Na verdade, a
maioria dos estudos sobre comunidades bacterianas, sejam elas simbiontes ou
nao, produz resultados que nao estimam corretamente o nimero de espécies
presentes e nem a abundéncia de cada uma delas (Amann et al., 1995, Muyzer,
1998). Este problema decorre principalmente da metodologia tradicionalmente
empregada neste tipo de estudo, que depende do cultivo in vitro do material
coletado e da posterior identificacdo deste por meio de técnicas bioquimicas,
fisiolégicas e morfoldgicas, entre outras. Esta metodologia tem a vantagem de
tomnar as bactérias encontradas disponiveis para experimentos subseqiientes,
sendo por isso a mais adequada para o estudo das caracteristicas de uma espécie
bacteriana em particular. No entanto, ja foi largamente demonstrado que apenas
uma pequena fracdo das espécies de bactérias pode ser cultivada pelas técnicas
conhecidas atuaimente (tabela 1.1). Por esta razédo, as metodologias dependentes
de cultivé nao sao as mais adequadas aos estudos de comunidades bacterianas,
nos quais o objetivo primario é a caracterizagéo detalhada da composicdo e da
diversidade de espécies da comunidade. Além disso, estudos dependentes do
cultivo de linhagens puras ndo podem ser considerados como verdadeiros estudos
de ecologia (de comunidades microbianas), uma vez que ecologia & o estudo das
relagdes entre os organismos e deles com seu meio ambiente (Muyzer, 1998).

Numa tentativa de contornar estas limitagbes, os estudos sobre as
comunidades de microrganismos vém passando por mudang¢as metodoldgicas

decorrentes da introdugdo do uso de marcadores moleculares aliado a extragao
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direta de acidos nucléicos a partir de amostras ambientais (Amann et al., 1995;
Head et al, 1998). Estes marcadores, cuja aplicagdao geralmente nao envolve
etapas de cultivo in vitro, tém proporcionado enormes avangos na caracterizacao
das comunidades destes organismos. De fato, foi gracas a eles que se comprovou
que estas comunidades sdo muito mais ricas e diversas do que se supunha e que
a maior parte das espécies bacterianas, sejam as de vida livre ou as simbiontes,
ainda permanece desconhecida, ndo podendo ser cultivada com as técnicas
disponiveis, como suspeito ha décadas pelos microbiologistas (Amann et al,

1995).

Tabela 1.1 Porcentagem de bactérias cultivdveis em relagao ao total de espécies observadas (em
geral por contagem direta) em varios ambientes. Resumido de Amann et al. (1995).

Ambiente Porcentagem
Agua salgada 0,001 -0,01%
Agua doce 0,25%
Lagos mesotroficos 0,1-1%
Aguas estuarinas limpas 0,1-3%
Lodo ativado 1-15%
Sedimentos 0,25%
Solo 0.3%

O emprego mais comum da biologia molecular (Muyzer et al., 1996) na
microbiologia envolve a extragdo do DNA de toda a comunidade em estudo sem
uma etapa prévia de cultivo, seguida pela amplificagdo de uma regido do DNA que
possa servir como marcador para identificacdo das varias bactérias presentes.
Uma das regides mais utilizadas nesta abordagem é o RNA ribossdmico (rRNA)
16S (Amann et al., 1995), por estar presente em todas as bactérias, por serem
conhecidos para ele tanto ""primers"" universais quanto especificos e por possuir

regides conservadas e varidveis, o que o torna util para estudar tanto
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comunidades com espécies proximas quanto comunidades com espécies pouco
aparentadas.

Os produtos do PCR obtidos apés a ampilificacdo do DNA de toda a
comunidade contém uma mistura de fragmentos (em geral do mesmo tamanho)
oriundos das diferentes espécies presentes nela, que devem entao ser separados.
Esta separagao pode ser feita por meio de clonagem ou de técnicas especiais de
eletroforese. O material clonado ou extraido dos géis de eletroforese torna-se
entao dispom’vel para identificagdo por meio de seqlienciamento, digestdao com
enzimas de restricdo, hibridizagdo com sondas ou qualquer outro método
adequado aos objetivos do trabalho. Aparentemente o PCR é capaz de amplificar
a regido escolhida até mesmo nas bactérias mais raras na comunidade, bem
como detectar bactérias presentes em pequenas amostras, o que torna a
metodologia bastante sensivel.

Em uma revisdo sobre o emprego de técnicas moleculares no estudo de
comunidades bacterianas Amann et al. (1995) concluiram que estas técnicas sao
uma importante ferramenta para conhecer melhor a diversidade existente nos
dominios Archaea e Bacteria. Um dos exemplos mais interessantes da validade
desta conclusao, bem como do emprego da abordagem molecular na
microbiologia, é o estudo da microbiota do cupim Reticulitermes speratus. Ohkuma
& Kudo (1996) encontraram neste inseto 10 linhagens bacterianas proximas entre
si que ndo pertencem a nenhum dos grupos conhecidos de bactérias. Além disso,
os autores concluiram que a maior parte desta microbiota consiste de espécies
desconhecidas e ainda nao cultivaveis. O fato de terem sido encontradas tantas

espécies novas numa microbiota considerada anteriormente como bem conhecida
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evidencia as limitagdes das metodologias tradicionais de cultivo, bem como as
potencialidades das novas técnicas moleculares como instrumento para a analise
de comunidades bacterianas.

A separagao e a identificagdo dos produtos obtidos na amplificagdo do DNA
da comunidade bacteriana em estudo podem ser feitos por varios métodos, alguns
dos quais ja foram citados. Um dos avangos mais interessantes nesta area foi a
introducdo por Muyzer et al. (1993) da técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) para a obtengdo de um “fingerprint" da comunidade bacteriana
em estudo. Esta técnica, desenvolvida inicialmente para o estudo de mutagdes de
ponto (Fischer & Lerman, 1979), permite separar fragmentos de DNA de com o
mesmo tamanho e seqiiéncias distintas, como os produzidos pela amplificacdo do
DNA de uma comunidade bacteriana, com base nas diferengas nas condi¢goes de
desnaturagao entre eles. A eletroforese é realizada a temperatura elevada (60 a
65 °C) num gel de poliacrilamida em gradiente de substéncias desnaturantes (uma
mistura de uréia e formamida) polimerizado de modo que a amostra encontra
concentrégées cada vez maiores destas substéancias a medida que percorre o gel.
Quando cada fragmento encontra a concentragdo que desnatura seu sitio mais
instavel sua velocidade de migragcéo cai drasticamente. Assim é possivel separar
os diferentes fragmentos obtidos pela amplificagdao do DNA total da comunidade
antes de identifica-los, economizando uma grande quantidade de trabalho de
identificacdo, seja ele feito por hibridizagdo, seqienciamento, digestao ou
qualquer outro método. Além disso, a técnica pode até mesmo dispensar estas
etapas em trabalhos onde o enfoque esteja na riqueza e variabilidade da

comunidade em si, e ndao na identificagdo das espécies. Dado o custo ainda
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elevado da maioria das técnicas utilizadas na identificagcao das seqliéncias obtidas
(especia!mente no que diz respeito ao seqlienciamento), bem como o tempo e
esforco necessarios para aplicar estas técnicas a um grande niumero de amostras
(como geralmente se obtém nesta area), o DGGE se mostra uma opgéo bastante
promissora em pesquisas sobre comunidades de microrganismos.

As técnicas moleculares descritas acima ja demonstraram de forma
definitva a precariedade do conhecimento atual sobre as comunidades
bacterianas, sejam elas simbiontes ou nao, tendo se mostrado também capazes
de resolver muitos dos problemas metodolégicos causadores desta precariedade.
Por estas razdes parece natural propor o seu uso para o estudo da microbiota dos
tefritideos, e tentar responder com elas algumas das muitas questdes ainda sem

solugdo sobre esta microbiota.

1.4 OBJETIVOS

O Objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade e a riqueza da
microbiota do tubo digestivo de Tomoplagia minuta (Diptera, Tefritidae), espécie
endéfaga de Vernonanthura polianthes, uma composta tipica de areas
impactadas, usando como marcador um fragmento do gene do RNA 16S. Além
disso, foi avaliada a adequagao da técnica de eletroforese em gel de gradiente

desnaturante (DGGE) para estudos de microbiotas simbiontes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETAS

Neste trabalho foi escolhida Tomoplagia minuta (figura 2.1.1) como modelo
para estudos da microbiota do tubo digestivo de tefritideos enddfagos de
compostas. Esta espécie infesta exclusivamente capitulos de Vernonanthura
polianthes, uma Asteracea arbustiva da sub-familia Vernonineae comum em areas
impactadas como campos e pastagens abandonadas, onde €& encontrada em
consideravel 7abundéncia sendo possivel, portanto, obter um suprimento também
abundante de T. minuta com um investimento relativamente pequeno de tempo,
recursos e esforgo. Além disso, o fato de T. minuta infestar exclusivamente V.
polianthes evita a necessidade de introduzir uma variavel a mais (hospedeiro de
origem da coleta) no estagio inicial da pesquisa sobre a microbiota de endéfagos
de compostas.

A obteng¢ao no campo de adultos de T. minuta é bastante dificil e, portanto,
optou-se por obté-los a partir das larvas e ovos desta espécie que infestam os
capitulos de V. polianthes, num procedimento que vem sendo utilizado com
sucesso em estudos sobre os enddéfagos de compostas brasileiros hd mais de
uma década (Lewinsohn, 1991).

Cada individuo de V. polianthes amostrado foi considerado uma coleta
independente e de cada um deles foi extraido o maior nimero possivel (em geral
varias centenas) de capitulos, que foram acondicionados em frascos de plastico
transparente de cerca de dois litros fechados com tela de nylon. Os frascos foram

observados diariamente, sempre no periodo da tarde, para verificar a emergéncia
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de adultos de T. minuta. Os adultos encontrados foram removidos do frasco
plastico e transferidos para tubos de vidro pequenos (cerca de trés centimetros de
comprimento por um de diametro) fechados com algodao, onde foram alimentados
por alguns dias com mel diluido em agua. Apés este periodo os individuos foram

dissecados para remog¢ao do aparelho digestivo.

i

Figura 2.1.1 Individuos de Cecidocharis sp (em cima) e T. minuta (em baixo).
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Neste trabalho foram utilizadas doze coletas de V. polianthes, que
forneceram ao todo onze amostras de T. minuta (algumas coletas renderam mais
de uma amostra, e algumas amostras tem individuos de mais de uma coleta),
cada uma delas formada por cerca de vinte a trinta individuos obtidos de uma
mesma planta ou de plantas préximas. Além disso, foi obtida uma amostra de uma
espécie nao identificada do género Cecidocharis (figura 2.1.1), que nado havia sido
encontrado anteriormente em V. polianthes. A amostra de Cecidocharis sp.,
formada por 15 individuos provenientes de varias plantas, mostrou-se util para
comparagao com os resultados obtidos para T. minuta. A tabela 2.1.1 mostra as
amostras utilizadas, seus locais de origem e 0 numero de individuos de cada uma
delas. Os locais das coletas utilizadas sao mostrados no mapa da figura 2.1.2. Os

dados completos de cada amostra estao no apéndice 1.

Tabela 2.1.1 - Amostras utilizadas no trabalho.

Amostra Coletas _l Espécie Local N2 Individuos

ftat | KSY 00/126 T. minuta ltatiba, SP 30

Ita | Koy ooad T. minuta ltajubé, MG 20

Ita Il KSY 00/127 T. minuta ltajuba, MG 24

Ita 1l B KSY 00/127 T. minuta ltajuba, MG 26

Ati | KSY 00/132 T. minuta Atibaia, SP 26

Atill KSY 00/133 T. minuta Atibaia, SP 26

Atill B KSY 00/133 T. minuta Atibaia, SP 21

Jund | KSY 00/135 T. minuta Jundiai, SP 27

Jund Il KSY 00/137 T. minuta Jundiai, SP 26
KSY 99/037

Japi | KSY 99/039 T. minuta Serra do Japi, SP 23
KSY 99/040

J.Eg| o oot T. minuta | Joaquim Egidio, SP 13

Cecil Varias coletas | Cecidocharis sp. Vérios locais 15
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Figuras 2.1.2 Locais das coletas utilizadas neste trabalho.

As amostras Ita |, Japi | e J.Eg |. foram obtidas a partir de individuos
congelados previamente em nitrogénio liquido, enquanto as demais amostras
foram obtidas de individuos vivos. As exicatas das plantas coletadas serao

depositadas no herbario UEC.

2.2 Dissecgao e OBTENGAO DAS BACTERIAS.

A disseccao do aparelho digestivo foi realizada inteiramente em bancada de
fluxo laminar. As moscas foram anestesiadas com éter e tiveram sua superficie
esterilizada pela imerséo por alguns segundos em hipoclorito de sédio 5%. O tubo
digestivo, incluindo o papo, foi removido e transferido para um micro tubo de 1,5

ml contendo agua MilliQ esterilizada, sendo entdo macerado suavemente.
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2.3 OBTENGCAO E SEPARAGAO DOS FRAGMENTOS DE RDNA 168S.
2.3.1 EXTRACAO DO DNA.

O DNA da microbiota foi extraido do material dissecado com um protocolo
baseado na ag¢ao precipitadora de acidos nucléicos do CTAB (Brometo de
Hexadecil-trimetil Aménio, Sigma n® H-6269). Este protocolo (protocolo 1,
apéndice 2) foi escolhido por ter se mostrado mais eficiente que os kits de
extragdo comerciais, a0 mesmo tempo em que ndo exige tantas lavagens quanto
os baseados em fenol, nas quais as pequenas quantidades de DNA bacteriano
presentes nas amostras poderiam ser perdidas.

Para determinar a quantidade de moscas necessérias para a obtengao de
DNA bacteriano suficiente para o PCR foram realizadas amplificagdes a partir de
extragbes piloto realizadas com numero crescente de individuos, até que fossem
obtidas amplificagbes bem sucedidas de forma sistematica. Desta forma
estabeleceu-se um minimo de 15 individuos para que se obtivesse uma boa

amplificacao.

2.3.2 AMPLIFICAGAO.
Para caracterizar a microbiota de T. minuta foi utilizado um fragmento do
rDNA 16S com cerca de 465 pares de bases (bp), compreendido entre as

posicdes 338 e 803 do gene. Os "primers" utilizados para a amplificagao foram:

“primer" direto: (355) 3'-CGA CGG AGG GCA TCC TCA-5'(338) e

“primer" reverso: (803) 3'-CTA CCA GGG TAT CTA ATC C-5' (785).
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Estes "primers" foram escolhidos por amplificarem a regido acima em quaiquer
bactéria (Amman et. al, 1995). Além disso, o fragmento engloba a regido variavel
V3, o que ajuda a aumentar o nimero de bactérias distinguiveis pelo método. Em
principio poderiam ter sido utilizados outros pares de “primers" capazes de
amplificar fragmentos maiores, mas estes nao seriam adequados para o uso com
DGGE, que separa apenas fragmentos com até 500 bp (Muyzer et al., 1996).

Na extremidade 5' do “primer" direto (posicao 338) foi acrescentada a

seguinte sequéncia (Muyzer et al., 1996):
3-GGG GGG CAC GGG GGC GGG GCG GGC GGC GCG CGC GCG C-5.

Esta sequiiéncia, rica em C+G, acrescenta ao produto de PCR um sitio com
temperatura de dissociagao mais alta que qualquer outro sitio ja presente na
regiao amplificada-, o que melhora em muito a sensibilidade do DGGE (Sheffield et
al., 1989).

A reacao de PCR foi feita utilizando a técnica de "touchdown". Esta técnica
consiste em iniciar a reagdao com uma alta temperatura de hibridagao, que garante
alta especificidade a reag&o as custas de um menor rendimento. A temperatura de
hibridagdo vai sendo entdo diminuida em um grau por ciclo, até atingir uma
temperatura que garanta um maior rendimento a reagdo, quando o produto
desejado ja esta em abundancia. Este procedimento foi empregado com o intuito
de elimihar uma banda inespecifica de cerca de 1000 bp presente nas primeiras
tentativas de amplificagdo. A composi¢ao e as condi¢des utilizadas nas reagdes
de PCR sao mostradas no protocolo 2, apéndice 2. As reagbes utilizadas nos géis

de DGGE foram feitas num volume final de 50 pl, para que se pudesse utilizar uma
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quantidade maior de DNA. Com isso tentou-se garantir que mesmo sequéncias
raras estivessem presentes na reagdo em quantidade suficiente para serem

amplificadas. As reagdes de padronizagdo do PCR foram feitas num volume final

de 25 pl.

2.3.3 DGGE.

Cémo resultado do PCR obteve-se para cada amostra uma mistura de
fragmentos de mesmo tamanho e sequéncias distintas, refletindo as varias
bactérias presentes na amostra. Estes fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE).

O DGGE foi conduzido em um aparato para eletroforese vertical HOFER
SE 600. Foram utilizados géis de poli-acrilamida 6% com 16 cm de altura por 14
cm de largura € 1 mm de espessura. Cada gel comportava até 20 amostras de 50
ul cada. As corridas foram mantidas por 16 h em tensao constante de 100 V. O
tampao de corrida (TAE) foi mantido na temperatura constante de 65 °C por meio
de um banho circulador. O protocolo completo dos géis de DGGE é mostrado no
apéndice 2, protocolo 3.

Para determinar as concentragbes de desnaturante d&timas para este
trabalho foi utilizado um gel com variagao da faixa de desnaturante de 0 a 80%.
Neste gel as bandas se concentraram entre 45 e 55% e entre 65 e 80% de
desnaturante (figura 2.3.3.1). Por esta razdo decidiu-se submeter cada amostra a
duas corridas eletroforéticas, uma em cada faixa de concentragdo. Além disso,

foram feitas réplicas das amplificacbes de cada amostra, para avaliar a
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reprodutibilidade da técnica e também detectar sequéncias que porventura

amplificassem em apenas uma delas.

Figura 2.3.3.1 Gel para determinagéo das faixas de desnaturante a serem utilizadas no trabalho.
As porcentagens se referem a concentragdo de desnaturante naquela altura do gel. As faixas
utilizadas estdo marcadas em branco. A ordem das amostras no gel é Itat I, Ita ll, Ita I B, Ati I, Ati
Il, Ati Il B, Jund I, Jund Il, Ceci |, Ita |, Japi | e J.Eg |

Para a revelagao das bandas dos géis de DGGE foi utilizada a coloragao
com prata (Pharmacia Biotech PlusOne DNA Silver Staining Kit, n® 70-5006-88),
considerada a técnica mais sensivel para deteccdo de DNA em geis de
poliacrilamida.

Cada uma das bandas obtidas no DGGE foi removida do gel e purificada
(protocolo 4, apéndice 2). Quarenta destas bandas removidas foram escolhidas ao
acaso e re-amplificadas, para testar se tinham o tamanho correto (cerca de 500

bp) e ndo se tratavam de quimeras ou outros artefatos. Em todos os casos foram
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~ obtidos produtos do tamanho desejado, confiimando-se assim a validade da

informacgao obtida com o DGGE.

2.4 ANALISE DOS RESULTADOS.
2.4.1 ANALISE DO PADRAO DE BANDAS

Cada uma das bandas obtidas no DGGE foi considerada como um ribotipo
distinto®. A freqliéncia de aparecimento de cada banda foi avaliada a fim de
sondar a existéncia de um conjunto minimo de ribotipos que esteja presente em
todas as amostras. Foram procurados também ribotipos pouco freqiientes, que
sirvam como elemento de destaque de alguma amostra ou conjunto de amostras
em relagdo as demais.

O efeito do tamanho da amostra sobre a quantidade de bandas nela
observada foi avaliado por meio da correlagéo entre estas duas variaveis, a fim de
verificar se amostras maiores permitem uma melhor avaliagéo‘da riqueza da
microbiota, ou se o PCR é realmente capaz de amplificar até mesmo os ribotipos

mais raros, tornando desnecessario o uso de amostras grandes.

2.4.2 RIQUEZA DE LINHAGENS DA MICROBIOTA DE T. minuta.

As amostras de T. minuta foram utilizadas para calcular estimativas de
riqueza para a microbiota desta espécie. Para tanto foram utilizadas apenas
estimativas que nao dependem da abundéncia relativa de cada ribotipo para o seu

calculo, uma vez que a metodologia empregada nao forece esta informagéo.

2 O termo ribotipo foi empregado neste trabalho com o sentido de um grupo de bactérias
suficientemente distintas das demais para ser detectado pelos métodos utilizados, sem qualquer
implicagéo no que diz respeito a outras diferengas genéticas ou de qualquer outra natureza.
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Alguns autores (por exemplo, Ampe & Miambi, 2000) utilizam a intensidade das
bandas nos géis como medida de abundéancia, o que nao é confidvel devido a
possibilidade de introdugéo durante a extragdo e amplificacdo das amostras de
desvios na relagdo entre intensidade das bandas e abundéncia dos ribotipos. A
respeito destes desvios ver, por exemplo, Wintzingerode et al. (1997), Suzuki &
Giovannoni (1996) e Farrelly ef al. (1995).

As estimativas de riqueza independentes de abundancia podem ser
divididas em dois grupos: as ndo paramétricas e as baseadas em extrapolagoes
da curva de acumulagdo de espécies (Gotelli & Cowell, 2001). Dentre as nao

paramétricas foram utilizadas as seguintes neste trabalho:

1. Bootstrap: calculada com base na propor¢ao de amostras em que cada
ribotipo ocorre.

2. Jackknifé de 12 e 22 ordem: baseadas no nimero de ribotipos Unicos
(presentes em apenas uma amostra), e duplos (presentes em duas
amostras).

3. Chao 2: também baseada no numero de ribotipos raros.

4. ICE (Incidence-based Coverage Estimator): baseada no conceito de
"sample coverage", que é a probabilidade de encontro de cada ribotipo

observado levando em conta o total de linhagens presentes.

Das estimativas baseadas em extrapolagdes da curva de acumulagao de
espécies foram utilizadas neste trabalho apenas as duas versoes da equagao de

Michaelis-Menten:
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1. MMRuns e MMMeans: a estimativa modela e extrapola uma curva do
coletor a partir do modelo do mesmo nome, desenvolvido inicialmente para

estudo de cinéticas de reagdes bioquimicas.

Além destas estimativas foram calculadas ainda as curvas de acumulagéo
de espécies e de Colemam (equivalente a curva de rarefagédo), que servem como
base para comparagdo das estimativas de riqueza. Todas as estimativas foram
calculadas com o programa EstimateS 6 versdo beta 1 (Colwell, 1997), usando

100 aleatorizagbes dos dados originais.

2.4.3 VARIABILIDADE DE LINHAGENS ENTRE AS AMOSTRAS.

O estudo da variabilidade da microbiota de T. minuta e Cecidocharis sp. foi
feito atrévés do calculo de matrizes de similaridade entre amostras e do estudo
dos padrdes correlatos de agrupamento (cluster) e de ordenagdo, segundo a
metodologia proposta por Legendre & Legendre (1997).

As similaridades entre as amostras foram calculadas com base em trés
indices binarios: Simple Matching (SM), Jaccard (JA) e Russel & Rao (RR),
escolhidos por serem baseados em aspectos diferentes dos dados originais. Nao
foram utilizados indices baseados em dados quantitativos, ja que as técnicas
utilizadas nao fornecem dados desta natureza. As matrizes de similaridade obtidas
foram comparadas entre si por meio da correlagdo de Mantel normalizada (rw),
para verificar se nao existiam pares de indices com alta correlagao sendo que, em
nos casos positivos, um deles foi descartado. A significancia desta correlagao nao

foi testada, pois as matrizes de similaridade ndo s&@o independentes. As matrizes
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"de similaridade e as correlagbes entre elas foram calculadas com o programa
NTSYS.

As matrizes de similaridade foram correlacionadas também com a matriz
das distancias geograficas entre as amostras, para verificar a influéncia da
distancia na composicao da microbiota. A significancia desta correlacdo foi
calculada com o uso de uma distribuicdo nula gerada por 2000 bootstraps. A
amostra de Cecidocharis sp. nao foi incluida nesta analise por ser proveniente de
diversos pontos de coleta. Esta analise também foi realizada com o programa

NTSYS.

2.4.3.1 ANALISE DE CLUSTER.

A partir dos indices de similaridade foram realizadas analises de cluster
para sondar a existéncia de agrupamentos entre as amostras que possam
evidenciar subgrupos na microbiota de T. minuta, bem como diferencas
consistentes entre as amostras de T. minuta e a amostra de Cecidocharis sp.
Estas andlises foram realizadas por meio de dois algoritmos: UPGMA, escolhido
por preservar as relagbes de posicionamento entre as amostras e Ligagao
simples, escolhido por manter as relagdes de distancia entre amostras, fornecendo
assim um resultado contrastante com o UPGMA (Legendre & Legendre, 1998).

Para cada um dos dendrogramas obtidos na analise de cluster foi calculado
um valor de correlagdo cofenética. Estas correlagdes néo tiveram sua significancia
testada, pois as matrizes de similaridade originais e cofenéticas nao sé&o
independentes. As andlises de cluster e de correlagdo cofenética foram

implementadas com o programa NTSYS.
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2.4.3.2 NONMETRIC MULTIDIMENSIONAL SCALING (MDS).

Para complementar a andlise de variabilidade foi utilizada a ordenagédo em
espago reduzido por Nonmetric Multidimensional Scaling (MDS). Este método
permite a ordenagédo de "objetos" (amostras ou individuos) em qualquer nimero
desejado de dimensbes a parir das matrizes de distancia. Como medida de
distdncia foram utilizados os complementos (1-s;) das similaridades. Para
determinar o numero ideal de dimensbes da ordenacao foram feitas, para cada
uma das distancias, implementacdes com numero decrescente de dimensoes,
iniciando com cinco. A solugéo de cada dimensionalidade teve como configuracao
inicial o resultado da solugao de dimensionalidade imediatamente superior, exceto
pela de cinco dimensdes. As matrizes de distancia obtidas pelo MDS foram
correlacionadas com as matrizes originais de similaridade por meio do coeficiente
de Mantel padronizado (rv), para avaliar a distorcdo imposta a estas pela

ordenacédo. O MDS foi implementado com o pacote Statistica (StatSoft Inc, 1996).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISE DO PADRAO DE BANDAS.

Os géis de DGGE apresentaram 24 bandas claramente destacaveis, sendo

14 delas na faixa de desnaturante entre 45% e 55% e 10 na faixa entre 65% e

80%. Cada uma das bandas foi considerada como pertencendo a um ribotipo

distinto. A tabela 3.1.1 mostra o padrao final obtido para as 12 amostras.

Tabela 3.1.1 Padrao de bandas obtidas (em cinza) para as dez amostras analisadas. O total de
bandas de cada amostra é mostrado no fim da respectiva coluna. As freqiiéncias de ocorréncia de
cada banda sdo mostradas no fim de cada linha.

T Amostras
Banda | ltat] | Ital itall ]Iia 1B| Atil | Atill |AtilI B|Jund | |JundIl| Japil | J.EgI| Cecil| Total
1 . - . o 1 11
2 1
3 2
4 | 2
5 1
6 6
7 . 12
8 2
9 6
10 8
11 5
12 9
B | 3
14 5
15 2
16 . 12
17 4
18 o 8
19 1
20 2]
21 10
22 - 3
23 | 12
24 i . e 9
Total | 14 8 10 12 12 12 9 19 9 143
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O numero de linhagens variou mais de 100% entre as amostras de T.
minuta (entre 8 e 19 linhagens por amostra, média = 12,18 e desvio padrédo =
2,79). Esta variagao poderia, em principio, indicar a existéncia de diferencas entre
as amostras, de forma que a microbiota deste tefritideo ndo fosse unica. No
entanto também foi observada uma relagédo crescente entre o nimero de bandas
obtidas em cada amostra e o0 nimero de moscas nela utilizadas, como é mostrado
na figura 3.1.1. Esta relagao entre o tamanho da amostra e o nimero de espécies
nela observada e obtida na maioria dos trabalhos sobre riqueza de espécies pois,
de forma geral, as espécies encontradas em uma Unica amostra sao apenas uma
fracdo do total existente na comunidade, mesmo quando esta amostra representa
um grande esforgo amostral. Desta forma as diferengas no numero de linhagens
obtidas entre amostras devem, em principio, ser entendidas como resultado das
diferengas nos tamanhos destas. Por extensdo, esta observagdo sugere que o
tamanho das amostras deve ser maximizado em trabalhos que empreguem o tipo
de metodologia aqui utilizado, a fim de se obter uma representacao mais acurada
da riqueza da comunidade microbiana em estudo. Uma discussdo completa dos
efeitos de estimar a riqueza com base em amostras ao invés de individuos pode
ser encontrada em Gotelli & Colwell (2001).

Uma possivel explicagdo para a relagdo crescente entre o numero de
bandas obtidas e o tamanho da amostra vem do fato de que o PCR parece ser
sensivel a diferengas na abundancia relativa dos DNAs das diferentes linhagens
presentes na comunidade (Suzuki & Giovannoni, 1996), tendo maior probabilidade
de amplificar as seqUéncias mais abundantes na mistura inicial, que muito

provavelmente se originam das linhagens mais abundantes na microbiota. Alem
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disso, a observagdo empirica da existéncia de uma relagdo positiva entre o
tamanho da amostra e o numero de bandas obtidas sugere que o PCR nao é
sempre capaz de amplificar uma dada sequéncia independentemente de sua
abundancia, € que o uso de reagbes de PCR mais volumosas, baseadas numa
quantidade maior de DNA, como foi feito neste trabalho, ndo é o bastante para
evitar este problema. Isto deixa aberta a possibilidade de que existam linhagens

pouco abundantes na microbiota de T. minuta que nao tenham sido percebidas.
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Figura 3.1.1 Relacao crescente entre o numero de individuos de T. minuta utilizados em cada
amostra e o nimero de bandas obtido nela. A amostra no canto superior esquerdo € J.Eg |, a dnica
a violar a relagao observada.

A relagdo observada entre o numero de bandas produzidas pela amostra e
o tamanho desta sugere a possibilidade tedrica de construir um modelo

matematico que determine a abundéancia relativa de um ribotipo com base na
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frequéncia de amostras em que ela foi amplificada de forma que, quanto maior a
freqiéncia da banda, maior a abundancia do ribotipo correspondente. Este modelo
forneceria estimativas de abundancia das linhagens que permitiiam estudar a
diversidade, e nao apenas a riqueza, da microbiota de T. minuta. Infelizmente nao
é simples produzir um modelo deste tipo, principalmente porque existem muitos
outros fatores que interferem na amplificagdo, como o numero de cépias do gene
no ribotipo ou as préprias condi¢coes de reagao (Wintzingerode et al. 1997, Suzuki
& Giovannoni 1996, Farrelly et al. 1995). Além disso, este modelo teria que partir
do pressuposto que todas os ribotipos encontrados estao presentes com a mesma
abundancia em todas as amostras, o que € um péssimo pressuposto para um
estudo sobre diversidade. Por estas raz6es sera mantida a idéia inicial de estudar
apenas a riqueza, e nao a diversidade, da microbiota de T. minuta, mesmo
havendo razbes para crer que existem diferengas significativas na abundancia
relativa dos ribotipos encontrados em cada amostra.

A figura 3.1.2 mostra a freqiiéncia de aparecimento de cada uma das
bandas. Por este grafico pode-se perceber que as bandas 1, 7, 16 e 23 estédo
presentes em todas as amostras e devem, de acordo com as conclusbes acima,
corresponder aos ribotipos mais abundantes na microbiota de T. minuta (o fato da
banda 1 ndo aparecer em lta | ndo € inteiramente significativo, pois a leitura desta
banda foi uma das mais complicadas, devido a sua localizagédo logo no inicio do
gel). Estas quatro bandas (1, 7, 16 e 23) estdao presentes também em
Cecidocharis sp. e, portanto, os ribotipos correspondentes devem ser abundantes
também nesta espécie, o que sugere a existéncia de alguma similaridade

funcional entre as microbiotas bacterianas destas duas espécies. Uma possivel
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explicagao para esta similaridade aponta para o hospedeiro (no caso V.
polianthes) como elemento importante na determinac¢éo desta microbiota, seja por
impor aos insetos determinadas necessidades que s6 seriam supridas por um
conjunto especifico de bactérias ou por ser o préprio hospedeiro o fornecedor
destas bactérias mais abundantes para as duas espécies de enddfagos. Para
testar esta hipétese seria necessario estudar a microbiota de alguma espécie de
tefritideo que ocorresse em mais de uma planta hospedeira, a fim de verificar se
existem diferengas entre as microbiotas de amostras colhidas em hospedeiros

distintos, o que nao foi realizado neste trabalho.

Freqgiéncia
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Figura 3.1.2 Freqiiéncia de aparecimento de cada uma das bandas. As bandas marcadas em preto
sdo as mais freqlientes, e as hachuradas séo as mais raras.

A figura 3.1.2 mostra também a existéncia de sete ribotipos raros

(presentes em apenas uma ou duas amostras), que séo a 2, 3, 4, 5, 8, 15 e 19.
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Estes poderiam, em principio, ser considerados como diagndsticos de certas
amostras, o que revelaria subdivisbes na microbiota de T. minuta. No entanto, a
relagdo crescente entre a freqiéncia das bandas e o tamanho das amostras
aponta para uma explicagao alternativa, segundo a qual os ribotipos raros seriam
aquelas menos abundantes na microbiota, que teriam sido amplificadas apenas
nas amostras com mais moscas. Uma observagao atenta da tabela 3.1.1 de fato
aponta nesta dire¢do, com as bandas raras aparecendo preferencialmente nas
amostras maiores exceto no que diz respeito a amostra J.Eg | que. mesmo sendo
a menor delas, apenas 13 individuos, mostrou o maior niumero de bandas (19) e
também o maior nimero de bandas raras (4, sendo 2 bandas unicas). Este
comportamento andémalo de J.Eg | pode ser explicado por uma amplificagdo ou
extrag@o de qualidades acima da média nesta amostra, ou ainda pelo fato dela ser
realmente mais rica (ou seus ribotipos mais abundantes) que as demais.
Infelizmente, nao é possivel discernir entre estas duas hipdteses com base
apenas nos resultados obtidos neste trabalho.

A comparacao entre géis de uma mesma faixa de desnaturantes (figura
3.1.83) mostrou que a metodologia empregada possui pouca reprodutibilidade,
tendo sido dificil comparar os padrbes de bandas obtidos a partir de diferentes
amplificacbes da mesma amostra. De modo geral, apenas as bandas mais
freqlientes puderam ser percebidas em todos os géis de uma mesma faixa de
desnaturante, o que conduziu a uma leitura conservadora destes, a fim de evitar
que uma mesma banda fosse considerada como duas por aparecer em posi¢oes
diferentes em dois géis de uma mesma faixa, levando a uma superestimativa da

riqueza real. Estes problemas de reprodutibilidade podem ser devidos tanto ao
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DGGE quanto ao préprio PCR que, ao contrario das suposigoes levantadas na
introdugdo, parece nao ser capaz de amplificar sistematicamente os ribotipos mais
raros. Como as bandas mais freqlientes sdo em geral perceptiveis nas varias
réplicas dos géis, parece razoavel afirmar que as diferengas entre os géis de uma
mesma faixa se devem ao fato de que os ribotipos mais raros foram amplificados

apenas em algumas das diferentes reagées de PCR utilizadas nas repeti¢goes dos

geis.

Figura 3.1.3 Imagens negativas de dois geis feitos com amplificagdes diferentes das mesmas
amostras na faixa de 45% a 55% de desnaturante. A ordem das amostras é a mesma nos dois géis
(Itat I, Ita I, Ita Il B, Ati |, Ati Il, Ati [l B, Jund I, Jund Il, Ceci |, Ita |, Japi | e J.Eg ). Apenas os
padrées mais gerais (como as bandas ligadas por linhas) se repetem entre eles, tornando dificil a
sua comparagéo.

Uma maneira de evitar tanto o problema de reprodutibilidade descrito acima
quanto a dependéncia entre o tamanho da amostra e o numero de bandas,
obtendo assim uma representacdo mais precisa da comunidade em estudo
mesmo na auséncia de grandes amostras, seria realizar varias amplificagdes da
mesma amostra e depois misturd-las antes da corrida eletroforética no DGGE.

Desta forma, mesmo os ribotipos mais raros, que amplificam apenas em algumas
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das reagdes, estariam presentes no gel, e seria evitado o problema de relacionar
as bandas equivalentes em varios géis. Esta mistura de PCRs poderia também ser
aplicada em varios géis, a fim de avaliar apenas a reprodutibilidade do DGGE em

Si.

3.2 RIQUEZA DE RIBOTIPOS DA MICROBIOTA DE T. minuta.

O estimador de riqueza ideal é aquele capaz de produzir uma estimativa
exata (sem vieses) e que, de preferéncia, se aproxime rapidamente deste valor,
estimando a riqueza com um pequeno numero de amostras (Gotelli & Cowell,
2001). Graficamente este objetivo pode ser verificado pela produgéo de uma curva
de riqueza estimada que cresga rapidamente, atingindo em seguida um valor
assintético. Infelizmente, a maioria das curvas de riqueza obtidas neste trabalho
ndao chegou a produzir uma assintota e, das que o fizeram, apenas uma
(MMMeans) conseguiu fazé-lo com poucas amostras. As curvas de riqueza
estimadasao mostradas nas figuras 3.2.1 e 3.2.2.

As curvas obtidas por estimadores ndo paramétricos mostradas na figura
3.2.1 (Bootstrap, Jackknife de 12 e 22 ordem e ICE) nao forneceram boas
estimativas de riqueza pois, no geral, se limitam a acompanhar a curva de
acumulacao de espécies sem atingir um valor realmente assintotico, produzindo
estimativas que sao fungbes aproximadamente lineares desta curva. Este padrao
foi encontrado por Melo (com. pess.) para estes mesmos estimadores de riqueza
em uma revisao dos dados de seis outros trabalhos sobre o assunto. A estimativa

de ICE mostrou ainda um inicio decrescente, acompanhando as demais apenas
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Figura 3.2.1 Curvas de riqueza estimada por Bootstrap, Jackknife de 12 e 22 ordem e ICE.
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Figura 3.2.2 Curvas de riqueza estimada por Chao 2 e Michaellis Menten (MMMeans e MMRuns).
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na sua porgéo final. Esta estimativa depende da definicdo de espécie rara
(aquelas presentes em poucas amostras) adotada e, em geral, € recomendado
(Cowell 1997) que sejam consideradas raras as espécies presentes em dez ou
menos amostras. Embora neste trabalho sé tenham sido utilizadas onze amostras,
decidiu-se mesmo assim seguir a recomendagdo de Cowell (1997). Esta definicao,
embora pouco légica dentro do contexto deste trabalho, foi a que produziu a
melhor curva de ICE, bem como de Chao 2, que também depende da defini¢cdo
adotada de "espécie rara". A relacdo entre a definicao de espécie "rara" e o
comportamento destes dois estimadores sera melhor detalhada durante a
discussao de Chao 2.

Todas as estimativas de riqueza citadas acima tém como pressuposto que
o nimero de espécies raras diminui a medida que um nimero maior de espécies é
amostrado de forma que, no momento em que as espécies raras se tornam
escassas, o estimador pode convergir para um valor final. No entanto este
pressuposto parece nao ser verdadeiro para a maioria dos levantamentos de
espécies realizados (Melo, com. pess.), o que pode ser observado neste trabalho
pela figura 3.2.3, que demonstra claramente que o numero de espécies raras se
estabiliza apds a acumulagdo de umas poucas amostras, especialmente no que
diz respeito aos ribotipos presentes em apenas duas amostras. A violagdo deste
pressuposto fundamental aos estimadores ndo paramétricos pelos dados obtidos
neste trabalho aparentemente € a responsavel pelo seu comportamento nao
assintdtico, e explica porque eles nao produziram curvas ideais. Deve-se ressaltar

que este fato nao desqualifica os estimadores em si.
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Figura 3.2.3. Numero acumulado de espécies raras nas amostras. Foram consideradas como raras
as espécies que aparecem em apenas uma ou duas amostras.

As estimativas de riqueza que mais se aproximaram do comportamento
assintdtico esperado de um bom estimador foram a de Chao 2 e as de Michaellis
Menten (MMMeans e MMRuns). Estas estimativas, mostradas na figura 3.2.2, nao
apresent‘aram a relagao linear com a curva de acumulagao de espécies mostrada
pelos estimadores discutidos acima, tendo produzindo assintotas bastante
pronunciadas pelo menos em suas porgoes finais. Embora tenham produzido
estimativas de riqueza semelhantes, elas apresentaram comportamentos bem
diferentes entre si e das curvas da figura 3.2.1, e por esta razdo serdo discutidas
separadamente.

A curva da estimativa de Chao 2 nao apresentou o comportamento que se

espera de um bom estimador de riqueza na sua porgéo inicial, tendo apresentado
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valores iniciais muito altos e decrescentes, seguidos por um periodo de
instabilidade. Esta instabilidade é explicada pelo mesmo fator da instabilidade
observada na estimativa de ICE, ou seja, a definicdo de "espécies raras" como
aquelas presentes dez amostras num trabalho que possui apenas onze. A figura
3.2.4 mostra o efeito da mudanga na definicédo de "espécie rara" sobre estes dois
estimadores. Como pode ser visto, para ICE o aumento no valor de corte aumenta
sensivelmente a estabilidade da curva, enquanto que para Chao 2 a relacgao entre
estas duas grandezas nao é tao clara. Para qualquer um dos dois estimadores, no
entanto, as melhores curvas foram obtidas com o valor de corte de 10 amostras,
conforme recomendado por Cowell (1997), o que explica a manutengao deste

valor neste trabalho.

304 8 304 8
2 2
T k]
£ E
28+ @ 2812
26 - 26
-2 -2
24 4 =4 247 —-=-4
~——B —6
——8 ——8
22 - 0 10
‘ Amostras & Amostras
20 + : v - T T r y . - 20 T AA— T x r . : .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 3.2.4 Efeito da mudanga nos valores de corte sobre os estimadores dos estimadores de
riqueza ICE (esquerda) e Chao 2 (direita).

As curvas de Michaellis Menten foram as que mais se aproximaram do
comportamento esperado de um bom estimador, especialmente no que diz
respeito a MMMeans, como ja era esperado (ver segdo 2.4.2). Esta curva
apresentou um rapido crescimento inicial, mostrando tendéncia a estabilizagéo ja

partir da segunda amostra. A curva MMRuns produziu um pico inicial, mostrando
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tendéncia a estabilizagdo s6é a partir da quarta amostra, mas mesmo assim
produziu uma assintota bastante estavel a partir dai. A maior estabilidade de
MMMeahs ja era esperada, uma vez que esta estimativa calcula a assintota
apenas uma vez para cada ponto, usando a curva de acumulagao média de
espécies obtida apds a aleatorizagdo das amostras, enquanto MMRuns produz
estimativas para cada um dos pontos em cada uma das aleatorizagdes,
calculando posteriormente uma média geral para cada ponto. Por esta razédo
MMRuns é sujeita a oscilagbes devido a ordem de entrada das amostras na
analise, algo que ndo ocorre com MMMeans.

Nem as curvas de Michaellis Menten e nem a curva de Chao 2 produziram
uma assintota perfeita, pois todas elas ainda mostram alguma tendéncia de
crescimento na sua porgao final. Mesmo assim elas podem ser consideradas
como estimadores bastante aceitaveis da riqueza da microbiota de T. minuta,
especiaimente devido ao pequeno numero de amostras disponivel para o estudo.
A tabela 3.2.1 mostra as estimativas de riqueza obtidas por estas trés curvas e, de
forma geral, todas elas apontam para uma riqueza esperada de aproximadamente
26 ribotipos, o que é um valor muito maior do que o obtido até o momento para a
microbiota de qualquer outra espécie de tefritideo, considerando-se é claro que
cada ribotipo corresponde a uma linhagem no sentido tradicional do termo,
comparavel a uma linhagem obtida por cultivo. Daser & Brandl (1992), por
exemplo, precisaram avaliar oito espécies de trés géneros de tefritideos
(Rhagoletis, Tephritis e Urophora) para encontrarem 24 linhagens bacterianas. Da
mesma forma, Moretti (1998) encontrou apenas 20 linhagens, mesmo tendo

estudado oito espécies de quatro géneros (Tomoplagia, Tetreuaresta, Trupanea e
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-Xanthaciura) de tefritideos enddfagos de Asterdceas brasileiras. Esta riqueza
excepcional ndo deve, no entanto, ser encarada como uma peculiaridade de T.
minuta, e sim como evidéncia de que as metodologias usadas até o0 momento em
estudos sobre as microbiotas dos tefritideos nao esclareceram inteiramente a

riqueza, € nem a composi¢ao.

Tabela 3.2.1 Estimativas de riqueza obtidas (+ desvio padrao quando disponivel).

Método MMRuns MMMean Chao 2

Estimativa 26,08 25,78 25,63+ 3,49

Outro fato interessante sobre esta estimativa de riqueza de 26 ribotipos é
que ela se encontra apenas um pouco acima da riqueza observada (24 ribotipos) o
que atesta que o trabalho conseguiu detectar praticamente toda a riqueza possivel
pela metodologia empregada. Se existem outros ribotipos que realmente néo
foram percebidas em nenhuma das amostras elas devem ser muito mais raras do
que os vinte e quatro detectados, ou oferecerem outros tipos de impedimento a
deteccdo por esta metodologia, como por exemplo seqiéncias refratarias a

amplificagao.

3.3 VARIABILIDADE DE LINHAGENS ENTRE AS AMOSTRAS.

Embora tenham sido encontradas evidéncias de que boa parte das
variagcOes entre as amostras de T. minuta podem ser explicadas como fruto das
diferengcas nos tamanhos destas, as andlises de variabilidade ainda sao

importantes por duas razdes:



Resultados e Discussao 43

1. A relagédo crescente entre o tamanho da amostra e a quantidade de
linhagens obtida pode ser apenas uma das fontes de diferengas entre as
amostras. Outros padrbes de variabilidade que sejam encontrados podem
ser frutos de outros fendémenos.

2. A andlise de variabilidade das amostras pode ajudar a estabelecer

relagdes entre a microbiota de T. minuta e a de Cecidocharis sp.

Para avaliar estas possibilidades foram realizadas as analises de
similaridade, agrupamento (“cluster’) e ordenagdo (MDS), mostradas nas sub-

sec¢Oes que se seguem.

3.3.1 ANALISES DE SIMILARIDADE

Aé matrizes de similaridade entre as amostras sao apresentadas na tabela
3.3.1.1 e as correlagoes entre elas na tabela 3.3.1.2. Nenhuma destas correlages
pode ser considerada como alta, especialmente porque as matrizes ndo séo
totalmente independentes. Em particular a correlagdo entre Simple Matching (SM)
e Russel & Rao (RR) foi bastante baixa, o que é uma evidéncia de que estes dois
indices estdo medindo aspectos realmente diferentes da similaridade entre as
amostras. Estas diferengas podem ser atribuidas ao fato de se considerar ou nao
as auséncias compartilhadas entre duas amostras (as duplas auséncias) como

elementos de similaridade, uma vez que esta é a unica diferenga entre SM e RR.
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Tabela 3.3.1.1 Similaridades observadas entre as 12 amostras (11 de T. minuta e 1 de
Cecidocharis) utilizadas.

| at! | ttal | hall [tallB] Atil | Atill [AtilI B]Jund | [Jund Il] Japil [ Jeg ! [Cecil

Simple Matching (SM)
ltat | 1,000
tal 0,583 | 1,000
ta i 0,667 | 0,583 | 1,000
fallB 0,583 | 0,583 | 0,917 | 1,000
Atil 0,750 | 0,750 | 0,750 | 0,750 | 1,000
Atill 0,583 | 0,750 | 0,583 | 0,583 | 0,833 | 1,000

AtillB 0,500 | 0,750 | 0,583 | 0,583 | 0,750 | 0,917 | 1,000

Jund | 0,500 | 0,667 | 0,500 | 0,500 | 0,750 | 0,917 | 0,917 | 1,000

Jund i 0,583 | 0,667 | 0,667 | 0,583 | 0,750 | 0,917 | 0,833 | 0,833 | 1,000

Japi | 0,708 | 0,875 | 0,625 | 0,625 | 0,792 | 0,708 | 0,708 | 0,625 | 0,625 | 1,000

Jeg | 0,542 | 0,542 | 0,458 | 0,458 | 0,708 | 0,708 | 0,708 | 0,792 | 0,625 | 0,500 | 1,000

Cecil 0,625 10,708 | 0,792 | 0,708 | 0,708 | 0,625 | 0,625 | 0,542 | 0,708 | 0,750 { 0,417 | 1,000
Jacard (JA)

itat | 1,000

lta 1 0,375 | 1,000

ltall 0,500 | 0,286 | 1,000

tallB 0,444 | 0,333 | 0,833 | 1,000

Atil 0,625 | 0,538 | 0,571 | 0,600 | 1,000

Atill 0,444 10,538 | 0,375 | 0,412 | 0,714 | 1,000

At li B 0,368 | 0,538 | 0,375 | 0,412 | 0,600 | 0,846 | 1,000

Jund | 0,400 | 0,467 | 0,333 | 0,368 | 0,625 | 0,857 | 0,857 | 1,000

Jund Il 0,444 | 0,429 | 0,467 | 0,412 | 0,600 | 0,846 | 0,714 | 0,733 | 1,000

Japil 0,533 | 0,700 | 0,357 | 0,400 | 0,615 | 0,500 | 0,500 | 0,438 | 0,400 | 1,000

Jegl 0,500 | 0,421 | 0,381 | 0,409 | 0,632 | 0,632 | 0,632 | 0,737 | 0,550 | 0,400 | 1,000

Cecil 0,438 | 0,417 | 0,583 | 0,500 | 0,500 | 0,400 | 0,400 | 0,353 | 0,500 | 0,500 | 0,333 | 1,000
Russel & Rao (RR)

ftat | 0,583

ita ! 0,250 | 0,333

ta li 0,333 | 0,167 { 0,417

KaliB 0,333 | 0,208 | 0,417 | 0,500

Ati | 0,417 | 0,292 | 0,333 | 0,375 | 0,500

Ati il 0,333 | 0,292 | 0,250 | 0,292 | 0,417 | 0,500

Atill B 0,292 | 0,292 | 0,250 { 0,292 | 0,375 | 0,458 | 0,500

Jund | 0,333 | 0,292 | 0,250 | 0,292 | 0,417 | 0,500 | 0,500 | 0,583

Jund il 0,333 | 0,250 | 0,292 | 0,292 | 0,375 | 0,458 | 0,417 | 0,458 | 0,500

Japi | 0,333 | 0,292 | 0,208 | 0,250 | 0,333 | 0,292 | 0,292 | 0,292 | 0,250 | 0,375

Jeg 0,458 { 0,333 | 0,333 | 0,375 | 0,500 | 0,500 | 0,500 | 0,583 | 0,458 | 0,333 | 0,792

Cecil 10,292 {0,208 | 0,292 | 0,292 | 0,292 | 0,250 | 0,250 | 0,250 | 0,292 | 0,250 | 0,292 | 0,375
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Tabela 3.3.1.2 Correlagbes entre as matrizes de similaridades observadas entre as 10 amostras
utilizadas.

Coeficiente Simple Matching (SM) Jacard (JA) Russel & Rao (RR)
Simple Matching 1,000
Jaccard 0,882 1,000
Russel & Rao 0,430 0,781 1,000

O uso de trés indices de similaridade conceitualmente distintos foi
necessario porque ainda nao existem critérios simples para a escolha e
interpretéc;éo deles, sendo que um dos pontos que ainda permanecem obscuros a
este respeito € justamente o significado das duplas auséncias como elementos de
similaridade.ios trés indices utilizados neste trabalho foram escolhidos de forma a
refletir as trés maneiras de empregar as duplas auséncias. Assim temos SM, que
considera as auséncias duplas como indicadores de similaridade, enquanto JA
ignora completamente as auséncias duplas e RR as considera apenas no
denominador, produzindo um indice de similaridade que ndo assume
necessariamente seu valor maximo para duas amostras idénticas®.

De forma geral os indices que consideram as auséncias duplas como
indicadores de similaridade (com SM) tém sido evitados por se considerar mais
provavel que um erro na metodologia produza uma auséncia do que uma
presenca. Desta forma as duplas auséncias seriam uma informagao menos
confiavel do que as duplas presengas, e seu uso levaria a superestimativas da
similaridade entre amostra. Neste trabalho os problemas de auséncia de bandas
devido a falhas metodolégicas parecem ser particularmente preocupantes, pois 0

nimero de linhagens presentes em cada amostra se mostrou proporcional ao

® Este indice sé assumira o valor méximo de 1 quando as duas amostras, alem de idénticas,
apresentarem todas as espécies presentes na amostragem total.



Riqueza e Variabilidade da Microbiota Bacteriana de Tomoplagia minuta (Diptera, Tephritidae) 46

tamanho deéta, 0 que parece se dever a auséncia de amplificagdo das linhagens
menos abundantes das amostras com poucas moscas. Por outro lado existe uma
consideravel confianga de que as bandas observadas sao reais, e nio artefatos,
pois elas foram removidas dos géis e reamplificadas com sucesso em todas as
tentativas. Sendo assim decidiu-se descartar o indice de Simple Matching como
medida de similaridade, mantendo apenas os indices RR e JA, que consideram
como fator de similaridade entre duas amostras apenas as linhagens presentes
em ambas, evitando assim que a similaridade entre as amostras seja
superestimada devido as limitagées do PCR. Outro motivo que permite descartar
SM sem maiores perdas de informagédo é que este indice estd razoavelmente
correlacionado com JA, de forma que a informagéo sobre similaridade fornecida
por ambos é aproximadamente a mesma.

As correlagoes entre. distancia geografica e as medidas de similaridade
entre as 11 amostras de T. minuta foram pequenas, mas significativas (tabela
3.3.1.3, figura 3.3.1.1). As correlagbes de -0,43 e -0,48 observadas para as
similaridades de Jaccard e Russel & Rao respectivamente correspondem a 18,5 e
23% de variabilidade devida a correlagao linear entre a similaridade a distancia
geografica. Embora tais valores sejam pequenos em termos absolutos, eles sao
uma fonte consideravel de variagao que nao pode ser simplesmente desprezada,
ainda mais por poder ser associada a uma varidvel estudada (a distancia entre
amostras).

O resultado obtido na correlagdo entre a distdncia geografica e a
similaridade entre as amostras sugere que a microbiota de T minuta nao é apenas

efeito de sua dieta ou de outros fatores de importancia na biologia da espécie,
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existindo também um fator relacionado com a distribuicdo da espécie e,
possivelmente, com a historia desta distribuigdo. Uma correlagdo maior sugeriria
que a microbiota desta espécie seria fruto apenas de caracteristicas locais e/ou
histdricas, enquanto correlagdes proximas de zero sugeririam que a microbiota
estaria fortemente determinada por um contexto biolégico. De qualquer forma a
existéncia deste padrao de correlagdo nao exclui a existéncia de outros padrdes
de ordehagéo ou agrupamento entre as amostras, possibilidades que serao

sondadas nas préximas segoes.
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Figura 3.3.1.1 Correlagao entre a distincia geografica e similaridade entre as amostras

Tabela 3.3.1.3 Correlagdes (ry) entre as matrizes de similaridades observadas entre as 9 amostras
de T minuta e as distancias geograficas entre elas.

Coeficiente Jacard Russel & Rao

. . . rv =-0,43 = -0,48
Distancia Geografica 2=0,018 2= 0,008
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3.3.2 ANALISE DE CLUSTER.

A figura 3.3.2.1 mostra os quatro dendrogramas obtidos por andlise de
cluster, j'untamente com as respectivas correlagbes cofenéticas. Nota-se que as
correlagbes obtidas sé@o baixas, ainda mais se considerando que as matrizes de
similaridade originais e cofenéticas nao sdo independentes, o que por si s6 ja
garante alguma correlagdo entre elas. Nota-se ainda que as correlacbes
cofenéticas mais altas foram obtidas com a similaridade JA, enquanto as menores
foram obtidas com RR. Este padrdo nao pode, no entanto, ser considerado
necessariamente um indicador da superioridade de JA como medida de

similaridade para estas amostras, pois significa apenas que a matriz de JA sofre
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Figura 3.3.2.1 Dendrogramas obtidos. Os algoritmos de grupamento e os coeficientes de
similaridade de cada dendrograma estdo indicados na fugira, juntamente com os respectivos
coeficientes de correlagao.
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menos distorgdes ao ser transformada num dendrograma. Outro fato perceptivel
nas analises de cluster é que as correlagbes cofenéticas obtidas por UPGMA sao
um pouco maiores do que aquelas obtidas por Ligagdo Simples para as mesmas
similaridades. Este padréo ja era esperado devido a caracteristica mostrada pela
Ligagdo Simples de contrair as relagbes de agrupamento entre as amostras,
levando a formagdo de grandes clusters nos quais as amostras encontram-se
ligadas num nivel de semelhanga maior do que a mostrada na matriz de
similaridade original.

A inspegéao visual dos dendrogramas mostra poucos grupos se repetindo
entre eles, sendo que um dos Unicos padrbes um pouco mais consistentes é o
posicionamento da amostra de Cecidocharis sp. nos ramos mais externos dos
dendrogramas obtidos por Ligagdo Simples. Como este método preserva as
similaridades entre as am-ostras isto € uma evidéncia de que a amostra de
Cecidocharis é a que tem menos semelhanga com as demais, 0 que chama a
atencao para um possivel componente espécie-especifico na microbiota das duas
espécies. A tabela 3.3.2.1 mostra a soma das similaridades de cada amostra, que
pode ser considerada como uma medida da similaridade global entre ela e todas
as demais. Nesta tabela, pode-se observar que a amostra de Cecidocharis sp. é a
que apresenta a menor soma de similaridades para qualquer um dos dois indices
utilizados, vindo dai a separagdao entre ela e as outras observada nos
dendrogfamas obtidos por Ligagdo Simples. Este afastamento entre as duas
espécies estudadas parece ser um padrao bastante bem estabelecido, e ira se
repetir nas analises de ordenacgao por MDS, onde seu possivel significado sera

melhor discutido.
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Um outro padrédo consistente é a ligagdo entre as amostras Ita Il e Ita || B
nos quatro dendrogramas, o que é uma evidéncia a favor da capacidade da
metodologia de perceber padrSes quando eles existem, ja que estas amostras
foram obtidas da mesma coleta e, portanto, espera-se que sejam realmente mais
semelhantes entre si do que com as demais amostras. Vale destacar também que
a ligagao entre estas duas amostras se manteve apesar da posigao relativa entre
elas e as demais ser diferente em cada um dos dendrogramas. As amostras Ati ||
e Ati Il B, que também foram obtidas de uma mesma coleta, também aparecem
juntas em todos os dendrogramas, mas formando politomias com outras amostras

(em geral Jund | e J.Eg I).

Tabela 3.3.2.1 Soma das similaridades de cada amostra as demais, para os dois indices utilizados.

Amostra Jacard Russel & Rao
ltat | 5,073 4,863
ital 5,031 3,437
ita ll 5,061 3,826
taliB 5,091 4,402
Atif 6,599 5,093
At i 6,543 5,029
AtillB 6,221 4,903
Jund | 6,168 5,320
Jund il 6,074 4,862
Japi | 5,333 3,871
Jeg | 5,622 6,247
Ceci | 4,914 3,702

Uma terceira observagéo é a de que as amostras de Sao Paulo (Ati |, Ati I,
Ati Il B, Jund 1, Jund ll, Japi | e Jeg I) tenderam a formar um grupo coeso, com
excegdo da amostra coletada na Serra do Japi (Japi 1). Nos dendrogramas
formados a partir da distancia de Russel & Rao este grupo "paulista" também

incluiu a amostra obtida em Diamantina. Ja a amostra Japi | agrupou, em todos os
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dendrogramas, com a amostra lta [. Uma possivel explicacdo para este
agrupamento pode ser encontrada no fato de que Ita Il e Japi | sdo as amostras de
T. minuta com o menor tamanho, e também com a menor quantidade de linhagens
detectadas.

A despeito dos padrdes encontrados acima, a informag&o mais importante
fornecida pela andlise conjunta dos quatro dendrogramas é justamente a
inexisténcia de grupos bem demarcados (o agrupamento das amostras paulistas é
bem pouco destacado das demais amostras) e consistentes entre os quatro
dendogramas. Esta € uma evidéncia de que a microbiota do aparelho digestivo de
T. minuta tem um grande componente comum para toda a espécie, como ja havia
sido levantado na analise do padrao de bandas. Além disso, também é importante
a menor similaridade total entre a amostra de Cecidocharis e as amostras de T.
minuta (medida como somé das similaridades na tabela 3.3.2.1), que sugere que
aquela espécie poda ter uma microbiota prépria, sendo um indicio da existéncia de
um componente espécie-especifico na determinagdo da microbiota dos tefritideos

endéfagos de compostas.

3.3.3 NONMETRIC MULTIDIMENSIONAL SCALING (MDS).

A busca de um padrao de variabilidade na microbiota de T. minuta foi
completada com a andlise de ordenagdo em espaco reduzida por nonmetric
multidimensional scaling (MDS), a fim de sondar a existéncia de outros padrdes
que nao sejam "clusters” ou correlagées com a distancia geografica.

Ordenagdes em espagos reduzidos s&o utilizadas para distribuir, em um

numero pequeno de dimensdes (o0 espago reduzido), amostras para as quais sdo
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conhecidos valores de muitas varidveis, de forma que as relacdes de
posicionamento relativo entre as amostras sejam preservadas e, principalmente,
esclarecidas. A forma mais conhecida de ordenacdo em espagos reduzidos é a
analise de componentes principais, que é Util quando, para cada amostra, foram
medidas' muitas varidveis continuas. O MDS por outro lado é uma forma de
ordenac&o adequada para situagdes onde sdo conhecidas as distancias entres as
amostras. Com esta técnica é possivel ordenar as amostras (ou individuos, se for
o caso) em qualquer nimero de dimensdes que se deseje, de forma que as
distancias monotdnicas entre as amostras plotadas nestas dimensdes reproduzam
o mais fielmente possivel as distancias originais entre elas. A distor¢édo imposta as
distancias originais durante a ordenagé@o é medida pela estatistica conhecida por
"stress”, que nada mais é do que a média das diferengas entre distancias originais
e no espago reduzido. O -MDS é implementado de forma interativa, visando
minimizar o "stress" até um valor aceitavel (em geral menor de 0,1, sendo que 0
corresponde a uma reproducdo perfeita das distdncias no espaco reduzido e 1
corresponde a auséncia completa de correlagdo entre as distancias originais e
reduzidas).

Neste trabalho as doze amostras (onze de T. minuta e uma de Cecidocharis
sp.) estao originalmente descritas em 24 dimensdes binarias (as 24 linhagens, que
podem estar presentes ou ausentes em cada uma das amostras). Por meio do
MDS esfas amostras foram descritas em apenas duas ou trés dimensodes. Estes
numeros de dimensdes sdo utilizados a fim de que os resultados possam ser
apresentados graficamente, facilitando sua interpretacao. Deve-se resaltar, no

entanto, que quanto menor o nimero de dimensodes utilizadas maior é o valor final
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" do "stress" e, portanto, maior € a distor¢&o imposta & matriz de distancias originais
durante a ordenacao.

A figura 3.3.3.1 mostra os valores de “stress" contra a dimensionalidade
para cada uma das quatro solucdes calculadas para as matrizes de distancia de
Jaccard e Russel & Rao. Pode-se notar que os valores de "stress" da matriz de
Jaccard foram menores ou iguais aos da matriz de Russel & Rao, exceto para as
solugbes com duas dimensdes, nas quais a situagao se inverteu. Todos os valores
de "stress" foram menores do que 0,1, conforme o recomendado por Kruskal &
Wish (1978), exceto para a solugdo de duas dimensdes baseada na matriz de

Jaccard.

14 4
0 —eo— Jacard

- M Russel & Rao

-Stress

0.1

0.08

0.06

H

0.04

1

0.02

0 B T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Dimensionalidade

Figura 3.3.3.1 Valores de stress para cada dimensionalidade para as duas medidas de distancia
utilizadas. a linha horizontal pontilhada € o valor de corte de 0,1 proposto por Kruskal & Wish
(1978).
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As correlagbes entre as distancias originais e as distancias obtidas nas
ordenagdes em duas e trés dimensdes foram, de forma geral, elevadas (tabela
3.3.3.1). Estas correlagbes altas sdo um bom indicativo da qualidade da
ordenagao, tanto mais porque o MDS nao tem como objetivo principal preservar as
relagbes de disténcia, e sim as de ordem, entre as amostras (devido ao uso da
distancia monoténica) e, desta forma, pode introduzir distorcdes nas distancias
entre elas. E de se notar inclusive que estas correlagdes foram um pouco maiores
do que aquelas obtidas para as correlagbes cofenéticas das medidas de
similaridade correspondentes (tabela 3.3.2.1).

Tabela 3.3.3.1 Correlagbes (ru) entre as matrizes de similaridade original e as matrizes de distancia
obtidas por MDS.

Coeficiente Jacard Russel & Rao
MDS 3 Dimensoces v = -0,9685, p = 0,000 = -0,9173, p = 0,000
MDS 2 Dimensoes m-=-0,8771, p = 0,000 = -0,8970, p = 0,000

Tabela 3.3.3.2 Coordenadas de cada amostra para quatro ordenagbes obtidas (uma em duas
dimensdes e outra em trés para cada um dos indices de similaridade usados).

Jacard Russel & Rao
3 dimensbes 2 Dimensbdes 3 dimensdes 2 DimensGes
Amostras| Dim1| Dim2| Dim3| Dim1| Dim2/ Dim1 Dim2 Dim3/ Dim1] Dim2
ftat | 0,476| 0,266| -1,028 0,658| 0,240{ 0,516/ 0,600 -0,456 0,432f 0,508
ita | -0,5617 1,077| 0,143| -0,901] 0,923{ -1,640| 0,022| 0,149 -1,654] 0,044
ita li 1,156{ -0,450] 0,142 1,284 -0,377] 1,404 -0,339| 0,018 1,357 -0,488
taliB 0,939 -0,733| -0,016 1,170/ -0,530] 0,850; -0,170! -0,621 0,866 -0,518
Ati | - 0,140} -0,013| -0,141 0,092{ -0,001; -0,044; 0,251} -0,173 0,033/ 0,137
Ati li -0,632| -0,223| 0,097{ -0,576| -0,226| -0,330] -0,531| 0,009{ -0,563| -0,164
AtiliB -0,696| -0,099| 0,381] -0,806| -0,122| -0,454| -0,485| -0,231{ -0,568| -0,508
Jund | -0,872| -0,334| 0,005 -0,970| -0,364| -0,352| -0,363| 0,212] -0,401| -0,314
Jund li -0,418| -0,498| 0,442 -0,211] -0,492| 0,029| -0,463| 0,462| -0,015| -0,639
Japi | 0,176 1,027] -0,152| -0,208] 1,063[ -0,729| 0,967| -0,231| -0,625| 1,136
Jegl -0,647| -0,498| -0,560{ -0,541| -0,923| -0,070| -0,147| -0,065| -0,114| -0,105
Cecil 0,896 0,479/ 0,685 1,008]| 0,808 0,821 0,659 0,928 1,253 0,912

A tabela 3.3.3.2 mostra as coordenadas das 12 amostras nas ordenagbes

em duas e trés dimensdes. Um fato interessante a respeito das relacdes entre as
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amostras pode ser notado quando se considera a soma das coordenadas de cada
uma das amostras, seja para a ordenagdo em duas ou em trés dimensdes (tabela
3.3.3.3). Para qualquer dimensionalidade ou distancia a amostra de Cecidocharis
sp. mostrou um valor para esta soma que é muito maior que o de qualquer outra
amostra, o que fornece uma forte evidéncia da diferenga entre a microbiota desta
espécie e a de T. minuta. A interpretac@o deste resultado em termos do padrao de
bandas original € bastante complexa, uma vez que as dimensdes usadas na
ordenagdo por MDS s&o completamente arbitrarias, mas de qualquer forma esta
observagéao reforga as diferengas entre microbiotas bacteriana das duas espécies
que ja haviam sido encontradas na analise de cluster, e aponta novamente para a
existéncia de um componente espécie-especifico na determinacdo destas
microbiotas. Os diagramas de ordenacdo em 3 dimensdes (figura 3.3.3.3)
mostram esta separag¢ao cléramente, evidenciando ainda que, para qualquer das
medidas de distancia, a dimensdo 3 oferece uma maior separagédo entre

Cecidocharis sp. e T. minuta.

Tabela 3.3.3.3 Somatério das coordenadas de cada amostra para as quatro ordenagdes obtidas.

Jacard Russel & Rao

Amostras 3 dimensobes 2 Dimensoes 3 dimensbes 2 Dimensobes
Itat | -0,286 0,898 0,660 0,940
fta | 0,703 0,023 -1,470 -1,610
Ita li 0,848 0,907 1,083 0,868
taliB 0,190 0,640 0,059 0,348
Atil -0,014 0,091 0,034 0,171
Atifi -0,758 -0,802 -0,852 -0,727
AtiliB -0,414 - -0,928 -1,171 -1,076
Jund | -1,200 -1,334 -0,502 -0,716
Jund i -0,476 -0,702 0,028 -0,654
Japil 1,051 0,855 0,006 0,511
Jegl -1,705 -1,464 -0,282 -0,219

Cecil 2,061 1,816 2,408 2,165
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Figura 3.3.3.3 Diagramas de ordenagdo em 3 dimensdes para as distancias de Jaccard (em cima)
e Russel & Rao (em baixo). As amostras de Cecidocharis sp. destacam-se da demais,
especialmente na dimensao 3.
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3.4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho apontam para um cenario no qual a
microbiota do aparelho digestivo de T. minuta se mostra muito mais rica do que se
supunha que fosse a microbiota dos tefritideos em geral. Este resultado sugere
que os métodos utilizados até o momento no estudo destas microbiotas ndo sdo
capazes de avaliar plenamente a sua riqueza, como ja foi observado em estudos
sobre outras comunidades de microrganismos (Amann, 1995, Head et al., 1998).

As analises de variabilidade entre as amostras de T. minuta nao revelaram
grandes diferengas entre elas, sendo que as linhagens supostas como mais
abundantes estao presentes em todas as amostras. As pequenas diferencas
percebidas podem ser explicadas principalmente como um efeito das diferengas
no tamanho das amostras, que resultam na amplificacdo preferencial das
linhagens mais abundantes has amostras menores. O Unico padrao consistente foi
a correlagao pequena, mas significante, correlagao obtida entre as medidas de
similaridade e a distancia geografica, que parece ser responsavel por cerca de
20% da variabilidade observada. Por outro lado, foi encontrada uma diferenca bem
mais pronunciada entre a microbiota de T. minuta e a de Cecidocharis sp., 0 que
aponta para um componente espécie-especifico na determinacdo desta. Esta
diferenga surge devido principalmente aos ribotipos menos presentes em T.
minuta, pois os mais freqlientes (e supostamente mais abundantes) séo
compartilhados pelas duas espécies, e Cecidocharis sp. possui um Unico ribotipo
raro. De forma geral podemos considerar que a microbiota de T. minuta é
composta de um componente conservado em toda a espécie, formado por

linhagens mais abundantes, e outro componente local, formado por linhagens
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menos abundantes. O fato do componente conservado e mais abundante ser
compartilhado com Cecidocharis sp. sugere que ele é o componente mais
diretamente ligado a exploragéo do hospedeiro V. polianthes.

A partir das observagbes acima é possivel postular um cenario no qual
mudangas de hospedeiro para uma espécie de enddéfago dependeriam de
mudangas na sua microbiota que a capacitassem a explorar este novo hospedeiro.
Assim, e.spécies ocorrendo em um mesmo hospedeiro provavelmente teriam uma
elevada semelhanga funcional entre suas microbiotas, fruto ndo necessariamente
de uma histéria evolutiva em comum e sim de necessidades comuns para a
exploracdo deste hospedeiro. E claro que esta semelhanca funcional nao precisa
necessariamente se traduzir em similaridade de linhagens, devido a possibilidade
de linhagens bacterianas distintas realizarem as mesmas fungbes metabdlicas
para dois enddfagos diferentes. No caso dos tefritideos, este cenario é
concordante com o carater especialista mostrado pela maioria das espécies
endéfagas de compostas (Prado, 2000). Tradicionalmente, este carater é
explicado como fruto da necessidade de adaptagdes muito especn’ficas-por parte
dos insetos no que diz respeito aos aspectos morfoldgicos, fisioldgicos e
fenoldgicos envolvidos na exploragédo do hospedeiro, o que impediria a exploragéo
de um outro por meio das mesmas adaptagdes. Contudo, a luz das conclusdes
aqui obtidas, o papel da microbiota simbionte na determinacdao deste carater
especialista nao pode ser negligenciado.

A metodologia de amplificagcdo do rDNA total da comunidade e separagéo
por dos fragmentos por DGGE empregada neste trabalho mostrou-se bastante

adequada aos objetivos propostos, tendo sido capaz de revelar uma riqueza até
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entao insuspeita na microbiota de um tefritideo, alem dos padrdes de organizagao
desta riqueza. Seu maior problema foi a baixa reprodutibilidade, que dificultou a
interpretagdo dos padrbes de bandas obtidos. Mesmo assim ela deve ser
considerada como uma ferramenta valiosa para um primeiro estagio de estudo
desta mivcrobiota, especialmente em virtude do seu baixo custo e da facilidade e
rapidez com que permite a obten¢do de uma boa quantidade de dados iniciais. Ja
para uma continuagdo dos estudos serd necessario que a metodologia seja
complementada por técnicas mais sensiveis como, por exemplo, a clonagem e
sequenciamento das bandas obtidas na primeira fase, que permitiiam a
identificagdo das linhagens obtidas, préximo passo légico em trabalhos desta
natureza. Desta forma, espera-se que este trabalho sirva como base e inicio de
um estudo mais sistematico da microbiota dos tefritideos endéfagos de
compostas, bem como da vélidagéo da utilidade dos métodos moleculares nestes

estudos.
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4 APENDICES

4.1 COLETAS

deste trabalho pelo

a0

Tabela 1 - Coletas de Vernonanthura sp. realizadas durante a realizag

Laboratério de Diversidade Genética, DGE, 1B, UNICAMP.

Amostra Wm“mwﬂwm Espécie Local Coordenadas Data ﬂﬂﬁﬂmoﬂm
Itat | KSY 00/126 T. minula ltatiba, SP. | 230152S 465045W 02/08/2000 30
tal| oy eoas T.minuta | Mtajuba, MG, | 2224558 452527W | og57/199 20
ltall KSY 00/127 T. minuta ltajuba, MG. | 2224955 452717 W 12/08/2000 24
itall B KSY 00/127 T. minuta { ltajuba, MG. | 222495S 4527 17W 12/08/2000 26
Ati | KSY 00/132 T. minuta Atibaia, SP. | 230885S 463054 W 22/08/2000 26
Ati 1l KSY 00/133 T. minuta Atibaia, SP. | 230713S 462967W 22/08/2000 26
Atill B KSY 00/133 T. minuta Atibaia, SP. | 2307138 462967W 22/08/2000 21
Jund | KSY 00/135 T. minuta | Jundiai, SP. | 231111S 465303W 06/09/2000 27
Jund Il KSY 00/137 T. minuta | Jundiai, SP. | 231111S 465303W 06/09/2000 26
. KSY 99/037 . Serrado | 231810S 470941 W
Japi | KSY 99/039 T. minuta Japi, SP. ww “w Ww m MM mw mw & 27/07/1999 23
KSY 99/040
J.Egl. mm« ww“www T.minuta | mm__.mwog_:m,ﬁ” 2253025 465312W |  10/08/1999 13
Ceci | Varias coletas Cecidocharis sp Varios locais Varias datas 15
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4.2 PRoOTOCOLOS

PRoTOCOLO 1 - EXTRACAO DE DNA

1. Macerar cuidadosamente o material em eppendorf de 500ml.

2. Centrifugar e descartar o sobrenadante.

3. Adicionar de 15 a 20ml de tamp&do para Lisozima, e ressuspender o

precipitado.

4. Acrescentar 5ml de Lisozima 10mg/ml e incubar a 37°C por 2-3h.
5. Adicionar 14ml de SDS 10% e 2,5ml de Proteinase K 20mg/mi.

Homogeneizar em vértex e incubar a 65°C por 10mim. Aproveitar a
incubacao para aquecer o CTAB/NaCl.
Adicionar 5ml de RNAse A 4mg/ml e incubar por 15 mim a 37°C.

7. Adicionar 12ml de NaCl 5M e a mesma quantidade de CTAB/NaCl pré-

9.

aquecido. Agitar no vértex até a formagéo de um liquido de aspecto branco-
leitoso e incubar a 65CC por 10mim.

Adicionar 150ml de cloroférmio-alcool iso-amilico (24:1 vol/vol) e agitar no
vértex.

Centrifugar 12000g 5mim.

10. Transferir o sobrenadante (a parte que contém o DNA) para outro tubo.

11. Precipitar com isopropanol -20°C (o quanto couber).

12.Incubar a -20°C por 30mim.

13.Centrifugar 12000g 5mim e descartar o sobrenadante.

14.Lavar com 100ml de etanol 70% a -20°C, centrifugar a 12000g por 5mim e

descartar o sobrenadante. Repetir o processo de lavagem descrito acima.

15.Deixar secar muito bem e ressuspender em TE ph8 ou agua MilliQ (cerca

de 25ml s&do o suficiente).
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PROTOCOLO 2 - COMPOSIGAO E CONDIGOES DAS REAGOES DE PCR

Composigdo das reagdes:

Componente Vol/reacao 25ul Vol/reagao 50ul
Tampéo p/ PCR 10x 2,5ul 5,0ul
Mix dNTP 10mMol/ 0,5ul 1,0ul
"primers" 0,25ul 0,5ul
Tagq 5U/ul 0,2ul 0,4ul
DNA 1,0ul ou 2,0ul 2,0ul ou 4,0ul
Agua MilliQ gsp 25ul gsp 50ul
Condigdes das reagoes:
1 ciclo:
98°C, 1:30 mim.
10 ciclos:
96°C, 30 s,
60°C, 40 s (-1°C/ciclo),
72°C, 1:20 mim.
30 ciclos:
96°C, 30 s,
50°C, 40 s,

72°C, 1:20 mim.
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ProtocoLo 3 - DGGE

Solugdo estoque de Acrilamida/Bis 40% (37,5:1)

Componente Quantidade
Acrilamida 389,39
Bis-acrilamida 10,79
Agua destilada gsp 1l

Soiugbes desnaturantes:

Componente Solucao Desnaturante 0% Solucéo Desnaturante 80%
Acrilamida/Bis 40% 15mL 15mL
Tampao TAE 50X 2mL 2mL
Uréia - 33,69
Formamida deionizada - 32mL
Agua destilada gsp 100ml gsp 100ml

Deixar as solugbes desnaturantes em repouso por 10 a 15 min, para
desgaseificagdo. Filtrar utilizando membrana de 0,45 mm. Estocar a 4-C em
garrafa escura por no maximo 1 més.

Geralmente se empregam solugdes estoques com 100% de desnaturante.
No entanto estas solugdes séo dificeis de fazer, especialmente no que diz respeito
a dificuldade de dissolver a uréia em concentragdes tao altas. Por esta razio

foram usados estoques de 80% apenas.

Persulfato de Aménio 10%

Componente Quantidade
Persulfato de Aménio 0,1g
Agua destilada 1mi

Estocar o persulfato de aménio a -20°C por cerca de 1 semana. Nao se

deve estocar esta solugdo por muito tempo, pois o persulfato oxida faciimente.

TAE 50X
Componente Concentracao
Trisma Base 2Mol/!
Acido Acético Glacial 57,1miA
EDTA 0,5M pH 8,0 100mi/l
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PROTOCOLO 4 - PURIFICAGCAO DAS BANDAS OBTIDAS NO DGGE

1. Cortar a banda do gel, calcular seu volume aproximado (em geral 25mm3)
e coloca-la num tubo eppendorf de 1ml contendo 2x o volume da banda de
tampéao de eluigao.

Macerar cuidadosamente a banda

Manter por 5h em agitacéo, a temperatura de 37°C

Centrifugar por 1min a 12.000g

A

Transferir o sobrenadante (parte que contem o DNA) para um novo

eppendorf, evitando levar junto fragmentos de acrilamida.

6. Adicionar a mesma quantidade de tampéao de eluicdo & acrilamida restante,
agitar no vortex e centrifugar novamente nas mesmas condi¢des.

7. Adicionar este sobrenadante ao anterior

8. Adicionar no minimo dois volumes de etanol gelado ao sobrenadante (neste
trabalho foi utilizado cerca de 1mi de etanol).

9. Incubar a -20°C por ho minimo 30 mim (neste trabalho utilizou-se incubagéo
over-night).

10.Centrifugar a velocidade maxima por 15 mim.

11.Descartar o etanol.

12. Adicionar 200ul de TE e 30 de acetato de sédio.

13. Precipitar novamente com etanol e incubar a -20°C por 1h

14.Centrifugar a velocidade maxima por 15 mim e descartar o sobrenadante.

15.Secar o "pellet" até que nao restem vestigios de etanol.

16. Ressuspender o DNA em 25l de etanol.

Tampao de eluigao de bandas de géis de acrilamida:

Componente Concentracao
Acetato de aménio 0,5Mol/
Acetato de magnésio 10 mMol/I
EDTA pH 8,0 1 mMol/
SDS 0,1%
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