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Padronizacao das analises moleculares
para a pesquisa de Wolbachia em
artrépodes parasitas de interesse
pecuario’

Introducao

Insetos e outros artropodes sao hospedeiros comuns de bactérias transmitidas
porviamaterna (DURON; HURST, 2013). Esses endossimbiontes hereditarios
podem ter uma forte influéncia na ecologia do hospedeiro. Tais bactérias
transmitidas verticalmente sdo numerosas e dependentes do hospedeiro
para sobrevivéncia e transmissao. Certas associa¢des sdo obrigatdrias para
ambos os parceiros, e geralmente envolvem um beneficio nutricional para
o hospedeiro. Outras bactérias hereditarias sao facultativas e variam, em
associacoes, 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 artropodes (HILGENBOECKER et al.,
2008; ZUG; HAMMERSTEIN, 2012).

Wolbachia é um género diverso e antigo com possivelmente mais de 200
milhdes de anos. Sao Alfa-proteobactérias Gram-negativas intracelulares (da
ordem de Rickettsiales) associadas a artrépodes e a nematoides filariais. As
células de Wolbachia se assemelham a pequenas esferas de 0,2 a 1,5 ym
e ocorrem em todos os tipos de tecido, mas tendem a ser mais prevalentes
nos ovarios e testiculos de hospedeiros infectados, e estdo intimamente
associadas com a linha germinativa feminina (HARRIS et al, 2010; SACCHI
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etal., 2010). Estima-se que -Wolbachia infecte entre 40% e 66% das espécies
de insetos [24-27]. Dentro de uma espécie ou populagao, a prevaléncia de
infecgcdo de Wolbachia pode ser bastante variavel (KRIESNER et al., 2016;
TURELLI; HOFFMANN, 1991; TURELLI; HOFFMANN, 1995). Os efeitos
mais comumente documentados de Wolbachia em hospedeiros artropodes
sdo: parasitismo reprodutivo, que envolve a manipulagédo da reprodugéo do
hospedeiro aumentando a transmissao e a persisténcia dos simbiontes, em
geral, aumentando a relativa frequéncia de fémeas infectadas por Wolbachia
vs. ndo infectadas. As fémeas sao tipicamente os individuos que podem
transmitir Wolbachia e outras bactérias hereditarias, embora existam raras
excegbes (HOFFMANN; TURELLI, 1988; MORAN; DUNBAR, 2006).
Wolbachia emprega todos os quatro tipos de manipulagdo reprodutiva
(SARIDAKI; BOURTZIS, 2010; WERREN; BALDO; CLARCK, 2008):
1) feminizagdo, que resulta em machos genéticos que se desenvolvem e
funcionam como fémeas e ocorrem nas ordens Hemiptera, Lepidoptera e
Isopoda; 2) a partenogénese, que ocorre em hospedeiros haplo-dipléides (por
exemplo, Acari, Hymenoptera e Thysanoptera), em que ovos ndo fertilizados,
que de outra forma se transformariam em machos, se desenvolvem em
fémeas; 3) matanca masculina (male killing), que elimina machos infectados
para a vantagem de sobreviventes de fémeas infectadas e ocorre em
Coleoptera, Diptera, Lepidoptera e Pseudoscorpionese 4) incompatibilidade
citoplasmatica (IC) (YEN; BARR, 1971) que previne machos infectados
produzindo descendentes viaveis no acasalamento com fémeas sem
Wolbachia ou uma estirpe compativel de Wolbachia. A1C é o mais comumente
relatado fenétipo reprodutivo induzido por Wolbachia, e € 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 transmisséo vertical (da mae para a sua
prole via citoplasma dos ovos), que € a mais comumente utilizada e pode
ser fortemente influenciada por fatores como temperatura, ocorréncia de
antibidticos naturais, tempo de duragédo da relagdo simbidtica, competicao
com outros simbiontes, etc. (CLANCY; HOFFMAN, 1996; POINSOT et al.,
1998; CHARLAT et al., 2007).
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Aoutra forma é a transmissao horizontal (entre espécies), que, embora menos
frequente, pode ser evidenciada por duas maneiras: espécies hospedeiras
proximamente relacionadas frequentemente diferem no status da infecgao
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 transmissao caracteriza o processo de
“infecg@o” por Wolbachia.

Apossibilidade de a maioria dos artropodes albergarem Wolbachia, associada
a 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 pecuario, tais como a mosca-dos-
chifres, a mosca-dos-estabulos, a mosca-da-bicheira e também a mosca
doméstica (BOURTZIS, 2008).

O potencial de Wolbachia como um agente bio-controlador foi previamente
reconhecido gragas a sua distribuicdo polifilética e a manipulagao do
sistema reprodutivo do hospedeiros (SARIDAKI; BOURTZIS, 2010). Muitas
estratégias para controle e manejo de pestes e doengas vém sendo propostas,
a maioria delas tirando vantagem de linhagens virulentas de Wolbachia ou da
inducéo da incompatibilidade citoplasmatica (BOURTZIS, 2008). Além disso,
estudos de controle de mosquitos vetores de doengas estdo mais voltados para
estratégias que reduzam a longevidade dos adultos em vez de diminuir sua
abundancia populacional (MCMENIMAN et al., 2009; WALKER; MOREIRA,
2011). Porém, estudos experimentais de interagbes hospedeiro-Wolbachia
ainda sao necessarios para esclarecer os mecanismos moleculares utilizados
pela bactéria para manipular o mecanismo citoplasmatico do hospedeiro e
assegurar a transmissdo vertical, uma vez que ainda sdo desconhecidos
(SARIDAKI; BOURTZIS, 2010).
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1 Identificagcao de Wolbachia em artrépodes de interesse
pecuario

Desconhece-se a taxa e a frequéncia de infecgao por Wolbachia nas
espécies de artrépodes 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-estabulos;5) Musca
domestica, a mosca domeéstica.

A abordagem diagndstica escolhida para a identificacdo de Wolbachia nas
espécies de artropodes parasitas citadas foi a técnica da reacdo em cadeia
da polimerase qualitativa (PCR), que foi utilizada para a padronizagdo do
uso de primers e outros parametros da reagao e da metodologia empregada;
também teve o objetivo de estabelecer a presenca ou auséncia de Wolbachia
nos parasitas estudados em tempo real (RT PCR), para dar inicio a
quantificacdo de Wolbachia nos diferentes hospedeiros. Para tal, primers
diagnésticos gerais e especificos foram desenhados com o uso do software
a partir de diferentes sequéncias de nucleotideos de Wolbachia identificadas
em Drosophila melanogaster, Exorista sorbillans, H. irritans e R. microplus
depositadas no banco publico de nucleotideos GenBank (AE017196.1,
AY194850.1, DQ380856.1 e, JF511466.1).
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Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores especificos (primers) gerais desenhados
para deteccdo por reagdo em cadeia da polimerase qualitativa (PCR) e em
Tempo Real (QPCR).

. Tm Ensaio
Nome Sequéndia Amplicon Seq GenBank
Wolb-geral LGB 001 FOR S TGTTGTTTAGTG CTT GGT GAGC 3'
35 b sg.8C AY194850.1 Wolbachiz endosymbiont of RTPCR
s ‘ Exorista sorbillans genomic sequence
Wolb-geral LGB 001 REV S'AGCTTGTCACAACTT TCCGT 3
Wolb-geral LGB 002 FOR 5'TGT CAG TAG CAG AAA TGG GGA 3’ _ ~ y
12300 519°C AEM?.]QG 1Wolbachia endosymbiont of PCR
Drosophila melanogaster, complete genome
Wolb-geral LGB 002 REV 5'CETATACTT TTATCT TCGCTT TGCC 3°
Wolb-RM LGB 003 FOR 5 AGGGCTGAGTCGTTATICGG 3 IF511466.1 Wolbachia endosymbiont of
251 pb. 50,1°C Rhipicephalus sanguineus isolate T31 165 PCR
Wolb-RM LGE 003 REV S'AAT CCT GTTTGCTCCCCA €G3 ritosomal RNA gene, partial sequence
Wolb-RM LGB 004 FOR 5' GGG CTGAGTCETTATTCGG 3' IF511456.1 Wolbachia endosymbiont of
90 pb £1,3°C Rhipicephalus sanguineus isolate T31 165 RTPCR
Wolb-RM LGB 004 REV 5'TCC AAG GTT AAG CCT CGG GAT 3 rivosomal RNAgene, partial sequence
Wolb-HI LGB 005 FOR 5' TGGTGTTGG TGT TGG TGCAG 3° DQ380856.1 Wolbachia endosymbiont of
248 pb 59,9°C Hasmatobia irritans outer surface protein PCR
Wolb-HI LGB 005 REV 5 GTGCTGTAAAGAACAACAGTGC 3 precursor (wsp) gene, partial cds
Wolb-HI LGB 006 FOR 5'GCT GGA GCT CGTTATTTC GG 3' DQ3E0856.1 Wolbachia endosymbiont of
112 pb 59,3°C Haematobia irritans outer surface protein RTPCR/ PCR
Wolb-HI LGB 006 REV 5'GTGCTGTAA AGA ACAR CAGTGCT 3 precursor (wsp)gene, partial cds
Wolb-DIP LGB 007 FOR S TGTTGTTTAGTG CTT GGT GAGC 3' AY104850.1 Wolbachia endosymbi ¢
spb | 57.8°C 5 e endosyminon of RTPCR
’ Exorista sorbillans genomic sequence
Wolb-DIP LGE 007 REV/ S'AGCTTG TCACAACTT TCCGT 3
Wolb-DIP LGE 008 FOR 5 GCATCA GAAGCTATGCAGTACG 3 AY104850.1 Wolbachia end P
183p0 | sBa%C Qi ST AL 0 PCR
. Exorista sorbillans genomic sequence
Wolb-DIP LGE 008 REV 5 AGCTTGTCACAA CTT TCC GTT 3'

Realizou-se o alinhamento das sequéncias com o algoritmo Clustal-W
(NASStar Inc., Madison, WI, EUA) para a identificacdo das regibes
conservadas. A obtengado 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 paradmetro
limitante. As Tms tedricas dos amplicons de cada um dos primers foram
estimadas com o uso do mesmo software, Primer Blast (Tabela 1).

2 Padronizacao dos primers para detecg¢ao 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
pecuario (SisGen Acesso n° A4AF0D5). E, apesar de alguns primers terem
sido desenhados com o propoésito de serem utilizados em ensaios de RT
PCR, todos foram avaliados também através da PCR convencional.



Padronizagao das analises moleculares para a pesquisa de Wolbachia em artrépodes 7
parasitas de interesse pecuario

A padronizagdo de eficiéncia de deteccdo da presenca de Wolbachia
utilizando-se cada um dos primers foi realizada com 10 individuos adultos
de cada uma das espécies-alvo pesquisadas. A extragdo de DNA genémico
foi individual para as moscas utilizando o individuo inteiro, sendo que, para
a extracdo de DNA de R. microplus, foram usados os ovarios e ovidutos de
fémeas ingurgitadas. Todos os individuos e suas partes foram maceradas em
tampao de isolamento de DNA, de acordo com a metodologia descrita por
Li et al. (2003). Priorizando a extragao, os espécimes foram armazenados a
temperaturas de - 80°C em tubos plasticos identificados até o momento da
extracdo. 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. Entao foram esmagadas com o pistilo
plastico descartavel previamente resfriado em gelo seco por aproximadamente
15 segundos. A extragdo de DNA foi feita com a adi¢cdo de 25 yL do buffer
de isolamento de DNA e novamente as amostras foram esmagadas com o
pistilo gelado por mais 15 segundos. Teve-se a preocupagao de observar
se todos os tecidos foram totalmente fragmentados e entdo 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 tampao de isolamento e
transferidos para o banho-maria (temperatura de ebulicao), onde as amostras
permaneceram por um periodo de trés a cinco minutos. O DNA total extraido
foi mantido em freezer a - 20°C para uso imediato ou por até dois dias ou a -
80°C, quando o tempo para a realizagéo dos ensaios PCR ou qPCR excedeu
48 horas. Para a realizagao 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 reagéo foi otimizada para um volume
final de 20 pL, utilizando 4uL de DNA em uma concentragao final de 50 ng.

Para a obtencdo da temperatura de anelamento (Tm) ideal, utilizou-se
gradiente de Tm nas reacdes de PCR que variaram entre + 5°C e - 5°C em
relagdo a Tm estimadas pelo software Primer Blast para a obtengdo dos
amplicons de cada um dos primers. Foram entao estabelecidas as Tm ideais
para cada um dos primers em que se obteve amplificacdo 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 presenca de
Wolbachia em individuos das espécies alvo de artrépodes parasitas de
interesse pecuario.

Nome Tm Obtencao de amplicons de PCR para
Wolb-geral LGB 001 FOR
58°C . . -
Wolb-geral LGB 001 REV Cochliomyia hominivorax, Stomoxys
calcitrans, Haematobia irritans e Musca
Wolb-geral LGB 002 FOR e domestica

Wolb-geral LGB 002 REV
Wolb-RM LGB 003 FOR

61,9°C
Wolb-RM LGB 003 REV
Sem amplificacao
Wolb-RM LGB 004 FOR
61,3°C
Wolb-RM LGB 004 REV
Wolb-HI LGB 005 FOR
60,0°C
Wolb-HI LGB 005 REV Stomoxys calcitrans, Haematobia
Wolb-HI LGB 006 FOR irritans e Musca domestica
59,0°C
Wolb-HI LGB 006 REV
Wolb-DIP LGB 007 FOR
57,8°C
Wolb-DIP LGB 007 REV
Sem amplificagédo
Wolb-DIP LGB 008 FOR
58,4°C

Wolb-DIP LGB 008 REV

As reagbes de qPCR também foram otimizadas para um volume final de
reagao de 20 pL, utilizando 4uL de DNA em uma concentracao final de 50
ng. Inicialmente, estabeleceram-se as melhores condigbes para a PCR,
testando-se temperaturas de anelamento entre 52°C e 62°C para todos os
oligonucleotideos iniciadores e todas as concentracbes de DNA obtidas. A
amplificagéo dos fragmentos-alvo foi realizada no programa e foi utilizada a
desnaturacgéo 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 extenséo final a 72°C por 5
min. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1%, com brometo de etideo e visualizados sob iluminagéo 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 detec¢ao dos produtos de PCR, 8
uL do produto amplificado pela reagdo 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 [Na,], 800 mL de agua MilliQ
autoclavada, 57% de acido acético, pH 8,1) e um padrao 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 condig¢des de 70 V por 2 horas.

O desempenho de cada um dos primers avaliados em relagao aos ensaios e
a cada uma das espécies-alvo de artropodes parasitas de interesse pecuario
em que foi pesquisada a frequéncia de infecgao por Wolbachia é apresentado
na Tabela 3.
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Tabela 3. Desempenho dos primers avaliados nos diferentes ensaios de
reagdo em cadeia da polimerase para deteccao de Wolbachia em diferentes
espécies de artropodes de interesse pecuario.

Nome Espécie-alvo PCR gPCR
Cochliomyia hominivorax (+)
Wolb-geral LGB 001 FOR (1), Stomoxys calcitrans (+)’ ++ +
Haematobia irritans (++)@ e
Wolb-geral LGB 001 REV Musca domestica (++)
Wolb-geral LGB 002 FOR Cochliomyia hominivorax
(+), Stomoxys calcitrans (+),
e +
Wolb-geral LGB 002 REV Haematobia irritans (+) e Musca -
domestica (+)
Wolb-RM LGB 003 FOR
N&o houve amplificacao _ _
Wolb-RM LGB 003 REV
Wolb-RM LGB 004 FOR
Nao houve amplificagdo _ _
Wolb-RM LGB 004 REV
Wolb-HI LGB 005 FOR Haematobia irritnas (+),
Stomoxys calcitrans (+) e + -
Wolb-HI LGB 005 REV Musca domestica(++)
Wolb-HI LGB 006 FOR Haematobia irritans (+),
Stomoxys calcitrans (+) e + +++
Wolb-HI LGB 006 REV Musca domestica (+++) ©
Wolb-DIP LGB 007 FOR a
Nao houve amplificagdo _ _
Wolb-DIP LGB 007 REV
Wolb-DIP LGB 008 FOR
Nao houve amplificacdo _ _
Wolb-DIP LGB 008 REV

(1) + obtencéo de produtos de amplificacdo dentro do tamanho esperado e com a presenca de algumas
bandas inespecificas.

(2) ++ - obtencéo de produtos de amplificagéo dentro do tamanho esperado e sem a presenga de bandas
inespecificas.

(3) +++ - excelente amplificagdo com obtencéo de produtos de amplificagdo dentro do tamanho esperado e
sem a presenga de bandas inespecificas.
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3 Validagao do diagnéstico molecular de Wolbachia
para populagdes de dipteras de interesse pecuario

A auséncia de bandas quando os primers foram testados frente ao DNA de R.
microplus, mostra que ndo houve amplificacao de Wolbachia neste parasita.
Mais testes deverado ser feitos com primers ja citados em literaturas, novas
condi¢des de PCR e até novos simbiontes com potencial de controle sobre a
reproducao ou metabolismo do carrapato dos bovinos.

Apods a selegdo dos primers de melhor desempenho para a detecgao de
Wolbachia em populacdes de H. irritans, S. calcitrans, M. domestica e C.
hominivorax, realizou-se a validagao deles com populagdes de campo dessas
espécies. Para tal, foram colhidos espécimes adultos das dipteras citados
em dois diferentes rebanhos bovinos para a extracdo de DNA utilizando a
mesma metodologia descrita anteriormente. As amostras de DNA obtidas de
cada uma das espécies de dipteras parasitas de bovinos foram submetidas a
amplificagdo 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 frequéncia de
infeccao nas espécies de artropodes parasitas avaliadas variando ente 89,1%
e 95,6% (Tabela 4). A presenca de Wolbachia através da PCR quantitativa
foi detectada pela presenca ou pela auséncia de bandas especificas para o
primer escolhido Wolb-geral LGB 001.

Tabela 4. Frequéncia de infeccao por Wolbachia em diferentes espécies de
dipteras de interesse pecuario.

Espécie Frequéncia de infecgao por Wolbachia

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

Haematobia irritans 95,6% (44 em 46 individuos testados)
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Na biologia molecular, a PCR em tempo real quantitativa (real time PCR
ou gPCR) é uma técnica laboratorial baseada PCR para amplificar acidos
nucleicos. A gPCR combina a metodologia de PCR convencional com um
mecanismo de detecgao e quantificagao através da emissao de fluorescéncia,
permitindo o monitoramento da reagcdo em tempo real. Desta forma, a cada
ciclo de amplificagéo sdo gerados dados, os quais podem ser analisados em
tempo real, ao contrario da PCR convencional, em que a analise é realizada
somente ao final da reagdo, geralmente por eletroforese em gel. A qPCR
permite que os processos de amplificagédo, detecgédo e quantificacdo de DNA
sejam realizados em uma Unica etapa, agilizando a obtengao de resultados,
diminuindo o risco de contaminagc&o da amostra e garantindo maior preciséo.
A detecgao da amplificagdo na qPCR pode estar baseada no uso de sondas
fluorescentes especificas para uma regidao da molécula que esta sendo
amplificada, ou com o uso de reagentes fluorescentes que se intercalam na
molécula de DNA. Dentre estes ultimos, o sistema Sybr Green € um dos mais
utilizados para detecgédo do VHB e outros virus por gqPCR (SHAHZAMANI,
2011; WANG; GIAMBRONE; SMITH, 2002).

O Sybr Green possui ligacao altamente especifica ao DNA dupla-fita sendo
utilizado para detectar o produto da PCR do VHB conforme ele se acumula
durante os ciclos da reagéo. Para todas as reagdes utilizando este sistema
de deteccdo deve-se realizar a analise da curva de melting como controle
de especificidade para o fragmento amplificado de acordo com o tamanho
do fragmento (PAUDEL et al., 2011). A analise de curva de melting permite
a identificacdo do fragmento de Wolbachia amplificado através de uma
temperatura especifica (temperatura de melting, Tm), podendo também
distinguir sequéncias de composi¢cdes semelhantes com bases na diferenga
de suas temperaturas de dissociagdo. A Tm é a temperatura na qual metade
das fitas de DNA esta na forma de fitas simples e a outra metade na forma de
dupla hélice. A Tm é dependente da composi¢cao do DNA, de modo que um
aumento do contetido de G+C no DNA gera um incremento na Tm ocasionado
pelo maior numero de ligagdes de ponte de H (PAUDEL et al., 2011, PEREZ
etal., 2011).

Em relagdo a qPCR, o primer de melhor desempenho para detecgao da
presengca de Wolbachia nas diferentes espécies de dipteras avaliadas
também foi o primer Wolb-geral LGB 001 (Figura 1).
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Figura 1. Amplificagbes 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 ligagéo cruza o limiar da detecgéo (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 deteccdo e quantificacdo de Wolbachia em parasitas de
interesse pecuario. Por envolver um estudo inédito desde endossimbionte no
Brasil, estudos detalhados devem ser feitos a cada etapa da pesquisa para
obtencao de um resultado preciso e fidedigno. Trabalhos de pesquisa estao
sendo realizados pelo grupo da Embrapa envolvendo cientistas de outras
Instituicdes com a finalidade da detecgéo a ocorréncia da infecgdo natural de
Wolbachia nas espécies de importancia e posterior estudo biolégico.
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