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Padronização das análises moleculares 
para a pesquisa de Wolbachia em 
artrópodes parasitas de interesse 
pecuário1

Introdução 

Insetos e outros artrópodes são hospedeiros comuns de bactérias transmitidas 
por via materna (DURoN; HURST, 2013). Esses endossimbiontes hereditários 
podem ter uma forte influência na ecologia do hospedeiro. Tais bactérias 
transmitidas verticalmente são numerosas e dependentes do hospedeiro 
para sobrevivência e transmissão. Certas associações são obrigatórias para 
ambos os parceiros, e geralmente envolvem um benefício nutricional para 
o hospedeiro. outras bactérias hereditárias são facultativas e variam, em 
associações, de mutualistas a parasitas quando observadas sob a perspectiva 
do hospedeiro. Entre estas, a Wolbachia é a mais comum e a mais difundida 
simbionte facultativa de insetos e artrópodes (HILGENBoECkER  et al., 
2008; ZUG; HAMMERSTEIN, 2012). 

Wolbachia é um gênero diverso e antigo com possivelmente mais de 200 
milhões de anos. São Alfa-proteobactérias Gram-negativas intracelulares (da 
ordem de Rickettsiales) associadas a artrópodes e a nematóides filariais. As 
células de Wolbachia se assemelham a pequenas esferas de 0,2 a 1,5 μm 
e ocorrem em todos os tipos de tecido, mas tendem a ser mais prevalentes 
nos ovários e testículos de hospedeiros infectados, e estão intimamente 
associadas com a linha germinativa feminina (HARRIS et al, 2010; SACCHI 
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et al., 2010). Estima-se que -Wolbachia infecte entre 40% e 66% das espécies 
de insetos [24-27]. Dentro de uma espécie ou população, a prevalência de 
infecção de Wolbachia pode ser bastante variável (kRIESNER et al., 2016; 
TURELLI; HoFFMANN, 1991; TURELLI; HoFFMANN, 1995). os efeitos 
mais comumente documentados de Wolbachia em hospedeiros artrópodes 
são: parasitismo reprodutivo, que envolve a manipulação da reprodução do 
hospedeiro aumentando a transmissão e a persistência dos simbiontes, em 
geral, aumentando a relativa frequência de fêmeas infectadas por Wolbachia 
vs. não infectadas. As fêmeas são tipicamente os indivíduos que podem 
transmitir Wolbachia e outras bactérias hereditárias, embora existam raras 
exceções (HoFFMANN; TURELLI, 1988; MoRAN; DUNBAR, 2006). 
Wolbachia emprega todos os quatro tipos de manipulação reprodutiva 
(SARIDAkI; BoURTZIS, 2010; WERREN; BALDo; CLARCk, 2008): 
1) feminização, que resulta em machos genéticos que se desenvolvem e 
funcionam como fêmeas e ocorrem nas ordens Hemiptera, Lepidoptera e 
Isopoda; 2) a partenogênese, que ocorre em hospedeiros haplo-diplóides (por 
exemplo, Acari, Hymenoptera e Thysanoptera), em que ovos não fertilizados, 
que de outra forma se transformariam em machos, se desenvolvem em 
fêmeas; 3) matança masculina (male killing), que elimina machos infectados 
para a vantagem de sobreviventes de fêmeas infectadas e ocorre em 
Coleoptera, Diptera, Lepidoptera e Pseudoscorpionese 4) incompatibilidade 
citoplasmática (IC) (YEN; BARR, 1971) que previne machos infectados 
produzindo descendentes viáveis   no acasalamento com fêmeas sem 
Wolbachia ou uma estirpe compatível de Wolbachia. A IC é o mais comumente 
relatado fenótipo reprodutivo induzido por Wolbachia, e é encontrado em 
Acari, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Isopoda, Lepidoptera 
e orthoptera. 

Existem duas formas pelas quais a bactéria pode ser transmitida para novos 
hospedeiros. A primeira delas é a transmissão vertical (da mãe para a sua 
prole via citoplasma dos ovos), que é a mais comumente utilizada e pode 
ser fortemente influenciada por fatores como temperatura, ocorrência de 
antibióticos naturais, tempo de duração da relação simbiótica, competição 
com outros simbiontes, etc. (CLANCY; HoFFMAN, 1996; PoINSoT et al., 
1998; CHARLAT et al., 2007).
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A outra forma é a transmissão horizontal (entre espécies), que, embora menos 
frequente, pode ser evidenciada por duas maneiras: espécies hospedeiras 
proximamente relacionadas frequentemente diferem no status da infecção 
ou possuem linhagens de Wolbachia distantemente relacionadas (WEST 
et al., 1998; ZHoU; RoUSSET; o’NEILL, 1998); e a filogenia molecular 
dos hospedeiros e das linhagens de Wolbachia que os mesmos possuem 
é extremamente incongruente (o´NEILL et al., 1992; SToUTHAMER; 
WERREN, 1993), esta forma de transmissão caracteriza o processo de 
“infecção” por Wolbachia. 

A possibilidade de a maioria dos artrópodes albergarem Wolbachia, associada 
à sua capacidade de manipular o sistema reprodutivo do hospedeiro, coloca 
este simbionte entre os alvos mais promissores para ser utilizado no controle 
de importantes parasitas de interesse pecuário, tais como a mosca-dos-
chifres, a mosca-dos-estábulos, a mosca-da-bicheira e também a mosca 
doméstica (BoURTZIS, 2008).

o potencial de Wolbachia como um agente bio-controlador foi previamente 
reconhecido graças à sua distribuição polifilética e à manipulação do 
sistema reprodutivo do hospedeiros (SARIDAkI; BoURTZIS, 2010). Muitas 
estratégias para controle e manejo de pestes e doenças vêm sendo propostas, 
a maioria delas tirando vantagem de linhagens virulentas de Wolbachia ou da 
indução da incompatibilidade citoplasmática (BoURTZIS, 2008). Além disso, 
estudos de controle de mosquitos vetores de doenças estão mais voltados para 
estratégias que reduzam a longevidade dos adultos em vez de diminuir sua 
abundância populacional (MCMENIMAN et al., 2009; WALkER; MoREIRA, 
2011). Porém, estudos experimentais de interações hospedeiro-Wolbachia 
ainda são necessários para esclarecer os mecanismos moleculares utilizados 
pela bactéria para manipular o mecanismo citoplasmático do hospedeiro e 
assegurar a transmissão vertical, uma vez que ainda são desconhecidos 
(SARIDAkI; BoURTZIS, 2010).
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1 Identificação de Wolbachia em artrópodes de interesse 
pecuário

  Desconhece-se a taxa e a frequência de infecção por Wolbachia nas 
espécies de artrópodes parasitas que infestam os bovinos no Brasil, entre as 
quais pode-se destacar: 1) Rhipicephalus microplus, o carrapato-dos-bovinos; 
2) Cochliomyia hominivorax, a mosca-da-bicheira; 3) Haematobia irritans, a 
mosca-dos-chifres; 4) Stomoxys calcitrans, a mosca-dos-estábulos;5) Musca 
domestica, a mosca doméstica. 

A abordagem diagnóstica escolhida para a identificação de Wolbachia nas 
espécies de artrópodes parasitas citadas foi a técnica da reação em cadeia 
da polimerase qualitativa (PCR), que foi utilizada para a padronização do 
uso de primers e outros parâmetros da reação e da metodologia empregada; 
também teve o objetivo de estabelecer a presença ou ausência de Wolbachia 
nos parasitas estudados em tempo real (RT PCR), para dar início à 
quantificação de Wolbachia nos diferentes hospedeiros. Para tal, primers 
diagnósticos gerais e específicos foram desenhados com o uso do software 
a partir de diferentes sequências de nucleotídeos de Wolbachia identificadas 
em Drosophila melanogaster, Exorista sorbillans, H. irritans e R. microplus 
depositadas no banco público de nucleotídeos GenBank (AE017196.1, 
AY194850.1, DQ380856.1 e, JF511466.1).
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Tabela 1. Sequência dos iniciadores específicos (primers) gerais desenhados 
para detecção por reação em cadeia da polimerase qualitativa (PCR) e em 
Tempo Real (qPCR).

Realizou-se o alinhamento das sequências com o algoritmo Clustal-W 
(NASStar Inc., Madison, WI, EUA) para a identificação das regiões 
conservadas. A obtenção dos primers foi realizada com o software Primer 
Blast (YE et al., 2013), sendo que, para os primers utilizados na qPCR, a 
temperatura de anelamento (Temperature of melting – Tm) foi o parâmetro 
limitante. As Tms teóricas dos amplicons de cada um dos primers foram 
estimadas com o uso do mesmo software, Primer Blast (Tabela 1).

2 Padronização dos primers para detecção de Wolbachia

A pesquisa de Wolbachia utilizando os ensaios PCR e qPCR foi realizada em 
todas as espécies-alvo escolhidas como principais ectoparasitas de interesse 
pecuário (SisGen Acesso n° A4AF0D5). E, apesar de alguns primers terem 
sido desenhados com o propósito de serem utilizados em ensaios de RT 
PCR, todos foram avaliados também através da PCR convencional.
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A padronização de eficiência de detecção da presença de Wolbachia 
utilizando-se cada um dos primers foi realizada com 10 indivíduos adultos 
de cada uma das espécies-alvo pesquisadas. A extração de DNA genômico 
foi individual para as moscas utilizando o indivíduo inteiro, sendo que, para 
a extração de DNA de R. microplus, foram usados os ovários e ovidutos de 
fêmeas ingurgitadas. Todos os indivíduos e suas partes foram maceradas em 
tampão de isolamento de DNA, de acordo com a metodologia descrita por 
Li et al. (2003). Priorizando a extração, os espécimes foram armazenados a 
temperaturas de - 80°C em tubos plásticos identificados até o momento da 
extração. As amostras foram transferidas para placas de Petri previamente 
resfriadas em gelo seco e colocadas em microtubos de 1,5 mL, também pré-
resfriados e mantidos em gelo seco. Então foram esmagadas com o pistilo 
plástico descartável previamente resfriado em gelo seco por aproximadamente 
15 segundos. A extração de DNA foi feita com a adição de 25 μL do buffer 
de isolamento de DNA e novamente as amostras foram esmagadas com o 
pistilo gelado por mais 15 segundos. Teve-se a preocupação de observar 
se todos os tecidos foram totalmente fragmentados e então o tubo foi 
novamente transferido para o gelo seco até que todas as amostras estivessem 
processadas. os tubos foram rapidamente centrifugados (cerca de 1 minuto) 
para mistura total dos tecidos macerados com o tampão de isolamento e 
transferidos para o banho-maria (temperatura de ebulição), onde as amostras 
permaneceram por um período de três a cinco minutos. O DNA total extraído 
foi mantido em freezer a - 20°C para uso imediato ou por até dois dias ou a - 
80°C, quando o tempo para a realização dos ensaios PCR ou qPCR excedeu 
48 horas. Para a realização das provas moleculares, as amostras com o DNA 
total foram centrifugadas a 4°C por 14.000 rpm por 4 minutos.

Para os ensaios de PCR convencional, a reação foi otimizada para um volume 
final de 20 μL, utilizando 4µL de DNA em uma concentração final de 50 ng. 

Para a obtenção da temperatura de anelamento (Tm) ideal, utilizou-se 
gradiente de Tm nas reações de PCR que variaram entre + 5°C e - 5°C em 
relação à Tm estimadas pelo software Primer Blast para a obtenção dos 
amplicons de cada um dos primers. Foram então estabelecidas as Tm ideais 
para cada um dos primers em que se obteve amplificação dos fragmentos 
esperados (Tabela 2). 
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Tabela 2. Temperaturas de anelamento (Melting Temperature – Tm) 
estabelecidas para cada um dos primers aptos a detectar a presença de 
Wolbachia em indivíduos das espécies alvo de artrópodes parasitas de 
interesse pecuário.

Nome Tm Obtenção de amplicons de PCR para
Wolb-geral LGB 001 FoR

58°C Cochliomyia hominivorax, Stomoxys 
calcitrans, Haematobia irritans e Musca 

domestica

Wolb-geral LGB 001 REV

Wolb-geral LGB 002 FoR
60°C

Wolb-geral LGB 002 REV

Wolb-RM LGB 003 FoR
61,9°C

Sem amplificação
Wolb-RM LGB 003 REV

Wolb-RM LGB 004 FoR
61,3°C

Wolb-RM LGB 004 REV

Wolb-HI LGB 005 FoR
60,0°C

Stomoxys calcitrans, Haematobia 
irritans e Musca domestica

Wolb-HI LGB 005 REV

Wolb-HI LGB 006 FoR
59,0°C

 Wolb-HI LGB 006 REV

Wolb-DIP LGB 007 FoR
57,8°C

Sem amplificação
Wolb-DIP LGB 007 REV

Wolb-DIP LGB 008 FoR
58,4°C

 Wolb-DIP LGB 008 REV

As reações de qPCR também foram otimizadas para um volume final de 
reação de 20 μL, utilizando 4µL de DNA em uma concentração final de 50 
ng. Inicialmente, estabeleceram-se as melhores condições para a PCR, 
testando-se temperaturas de anelamento entre 52ºC e 62ºC para todos os 
oligonucleotídeos iniciadores e todas as concentrações de DNA obtidas.  A 
amplificação dos fragmentos-alvo foi realizada no programa e foi utilizada a 
desnaturação inicial do DNA a 95°C por 3 min, seguida de 30 ciclos (95°C – 25 
seg., gradiente – 20 seg. e 72°C – 25 seg.), e de extensão final a 72°C por 5 
min. os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 
1%, com brometo de etídeo e visualizados sob iluminação ultra-violeta. o 
marcador de massa molecular utilizado foi o 100 pb DNA Ladder (BioLabs® 
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e Invitrogen®). Com o intuito de realizar detecção dos produtos de PCR, 8 
μL do produto amplificado pela reação de PCR e observado por eletroforese 
em gel de agarose 2% (GIBCo BRL - Life Technologies, Inc., MD, U.S.A.) 
em TAE 1x (para 50 X, 242 g Tris; 37,2 g EDTA [Na2], 800 mL de água MilliQ 
autoclavada, 57% de ácido acético, pH 8,1) e um padrão molecular 1kb DNA 
(GIBCo BRL - Life Technologies, Inc., MD, U.S.A.) foi usado como marcador 
molecular. A eletroforese foi realizada em cuba eletroforética Pharmacia 
Biotech (max submarine unit HE 99 X), com fonte Pharmacia Biotech (EPS 
300) nas condições de 70 V por 2 horas.

o desempenho de cada um dos primers avaliados em relação aos ensaios e 
a cada uma das espécies-alvo de artrópodes parasitas de interesse pecuário 
em que foi pesquisada a frequência de infecção por Wolbachia é apresentado 
na Tabela 3. 
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Tabela 3. Desempenho dos primers avaliados nos diferentes ensaios de 
reação em cadeia da polimerase para detecção de Wolbachia em diferentes 
espécies de artrópodes de interesse pecuário. 

Nome Espécie-alvo PCR qPCR

Wolb-geral LGB 001 FoR
Cochliomyia hominivorax (+)
(1), Stomoxys calcitrans (+), 
Haematobia irritans (++)(2) e 
Musca domestica (++)

++ +

Wolb-geral LGB 001 REV

Wolb-geral LGB 002 FoR Cochliomyia hominivorax 
(+), Stomoxys calcitrans (+), 
Haematobia irritans (+) e Musca 
domestica (+)

+ _
Wolb-geral LGB 002 REV

Wolb-RM LGB 003 FoR
Não houve amplificação _ _

Wolb-RM LGB 003 REV

Wolb-RM LGB 004 FoR
Não houve amplificação _ _

Wolb-RM LGB 004 REV

Wolb-HI LGB 005 FoR Haematobia irritnas (+), 
Stomoxys calcitrans (+) e 
Musca domestica(++)

+ -
Wolb-HI LGB 005 REV

Wolb-HI LGB 006 FoR Haematobia irritans (+), 
Stomoxys calcitrans (+) e 
Musca domestica (+++) (3)

+ +++
 Wolb-HI LGB 006 REV

Wolb-DIP LGB 007 FoR
Não houve amplificação _ _

 Wolb-DIP LGB 007 REV

Wolb-DIP LGB 008 FoR
Não houve amplificação _ _

 Wolb-DIP LGB 008 REV
(1) + obtenção de produtos de amplificação dentro do tamanho esperado e com a presença de algumas 
bandas inespecíficas. 

(2) ++ - obtenção de produtos de amplificação dentro do tamanho esperado e sem a presença de bandas 
inespecíficas.

(3) +++ - excelente amplificação com obtenção de produtos de amplificação dentro do tamanho esperado e 
sem a presença de bandas inespecíficas.
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3 Validação do diagnóstico molecular de Wolbachia 
para populações de dípteras de interesse pecuário

A ausência de bandas quando os primers foram testados frente ao DNA de R. 
microplus, mostra que não houve amplificação de Wolbachia neste parasita. 
Mais testes deverão ser feitos com primers já citados em literaturas, novas 
condições de PCR e até novos simbiontes com potencial de controle sobre a 
reprodução ou metabolismo do carrapato dos bovinos.

Após a seleção dos primers de melhor desempenho para a detecção de 
Wolbachia em populações de H. irritans, S. calcitrans, M. domestica e C. 
hominivorax, realizou-se a validação deles com populações de campo dessas 
espécies. Para tal, foram colhidos espécimes adultos das dípteras citados 
em dois diferentes rebanhos bovinos para a extração de DNA utilizando a 
mesma metodologia descrita anteriormente. As amostras de DNA obtidas de 
cada uma das espécies de dípteras parasitas de bovinos foram submetidas à 
amplificação em PCR convencional e também em RT PCR.

o primer de melhor desempenho para uso em PCR convencional foi o primer 
Wolb-geral LGB 001, pelo qual conseguimos observar uma frequência de 
infecção nas espécies de artrópodes parasitas avaliadas variando ente 89,1% 
e 95,6% (Tabela 4). A presença de Wolbachia através da PCR quantitativa 
foi detectada pela presença ou pela ausência de bandas específicas para o 
primer escolhido Wolb-geral LGB 001. 

Tabela 4. Frequência de infecção por Wolbachia em diferentes espécies de 
dípteras de interesse pecuário.

Espécie Frequência de infecção por Wolbachia

Musca domestica 89,1% (82 em 96 indivíduos testados)
Cochliomyia hominivorax 93% (80 em 86 indivíduos testados)
Stomoxys calcitrans 94,8 (91 em 96 indivíduos testados)

Haematobia irritans 95,6% (44 em 46 indivíduos testados)
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Na biologia molecular, a PCR em tempo real quantitativa (real time PCR 
ou qPCR) é uma técnica laboratorial baseada PCR para amplificar ácidos 
nucleicos. A qPCR combina a metodologia de PCR convencional com um 
mecanismo de detecção e quantificação através da emissão de fluorescência, 
permitindo o monitoramento da reação em tempo real. Desta forma, a cada 
ciclo de amplificação são gerados dados, os quais podem ser analisados em 
tempo real, ao contrário da PCR convencional, em que a análise é realizada 
somente ao final da reação, geralmente por eletroforese em gel. A qPCR 
permite que os processos de amplificação, detecção e quantificação de DNA 
sejam realizados em uma única etapa, agilizando a obtenção de resultados, 
diminuindo o risco de contaminação da amostra e garantindo maior precisão. 
A detecção da amplificação na qPCR pode estar baseada no uso de sondas 
fluorescentes específicas para uma região da molécula que está sendo 
amplificada, ou com o uso de reagentes fluorescentes que se intercalam na 
molécula de DNA. Dentre estes últimos, o sistema Sybr Green é um dos mais 
utilizados para detecção do VHB e outros vírus por qPCR (SHAHZAMANI, 
2011; WANG; GIAMBRoNE; SMITH, 2002). 

O Sybr Green possui ligação altamente específica ao DNA dupla-fita sendo 
utilizado para detectar o produto da PCR do VHB conforme ele se acumula 
durante os ciclos da reação. Para todas as reações utilizando este sistema 
de detecção deve-se realizar a análise da curva de melting como controle 
de especificidade para o fragmento amplificado de acordo com o tamanho 
do fragmento (PAUDEL et al., 2011). A análise de curva de melting permite 
a identificação do fragmento de Wolbachia amplificado através de uma 
temperatura específica (temperatura de melting, Tm), podendo também 
distinguir sequências de composições semelhantes com bases na diferença 
de suas temperaturas de dissociação. A Tm é a temperatura na qual metade 
das fitas de DNA está na forma de fitas simples e a outra metade na forma de 
dupla hélice. A Tm é dependente da composição do DNA, de modo que um 
aumento do conteúdo de G+C no DNA gera um incremento na Tm ocasionado 
pelo maior número de ligações de ponte de H (PAUDEL et al., 2011, PÉREZ 
et al., 2011). 

Em relação à qPCR, o primer de melhor desempenho para detecção da 
presença de Wolbachia nas diferentes espécies de dípteras avaliadas 
também foi o primer Wolb-geral LGB 001 (Figura 1). 
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Figura 1. Amplificações dos produtos da qPCR de Wolbachia em Stomoxys 
calcitrans. Para todas as amostras foram consideradas positivas baseadas no ponto 
de corte ou ponto no tempo, onde a ligação cruza o limiar da detecção (Threshold) 
(Cq=39). 

Perspectivas futuras

Ensaios continuam sendo realizados com os melhores primers utilizados 
neste estudo e outros iniciadores, propostos em literatura para diferentes 
insetos, para detecção e quantificação de Wolbachia em parasitas de 
interesse pecuário. Por envolver um estudo inédito desde endossimbionte no 
Brasil, estudos detalhados devem ser feitos a cada etapa da pesquisa para 
obtenção de um resultado preciso e fidedigno. Trabalhos de pesquisa estão 
sendo realizados pelo grupo da Embrapa envolvendo cientistas de outras 
Instituições com a finalidade da detecção a ocorrência da infecção natural de 
Wolbachia nas espécies de importância e posterior estudo biológico.
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