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RESUMO

Microrganismos contidos no trato digestério de insetos vem sendo isolados e
identificados com o intuito de desenvolver ferramentas biotecnoldgicas para o controle de
doencgas transmitidas por insetos. Nesse contexto, mosquitos Anopheles de diferentes partes
do globo tém sua microbiota investigada com foco em paratransgénese. No entanto, a
informacdo sobre microrganismos associados aos anofelinos neotropicais é escassa. Tratando-
se de Anopheles darlingi, o principal vetor de malaria no Brasil, até o presente trabalho, ndo
havia informacdes sobre microrganismos cultivaveis associados a esse vetor. Os objetivos
deste trabalho foram isolar e identificar bactérias e leveduras cultivaveis isoladas das fezes de
An. darlingi, o principal vetor da malaria no Brasil; estimar riqueza e distribuicdo de
frequéncia das bactérias e leveduras amostradas, e caracterizar e selecionar bactérias e
leveduras isoladas das fezes de An. darlingi com potencial para paratransgénese. Os
mosquitos An. darlingi fémeas foram coletados em duas localidades rurais de Porto Velho,
Rond6nia, Brasil. Para favorecer o crescimento de bactérias, fezes dos mosquitos foram
coletadas em meio LB &gar e cultivadas a 37°C por 24 horas, e para propiciar o crescimento
de leveduras, fezes dos mosquitos foram coletadas em meio YPD agar com cloranfenicol e
cultivadas a 30°C por 48 horas. Sessenta col6nias bacterianas e 60 coldnias leveduriformes
foram amostradas. Os isolados foram preservados em freezer -80 °C. Foram realizadas PCR
utilizado DNA gen6mico dos isolados com iniciadores para a regido do DNA ribossomal 16S
para bactérias e 26S e ITS para leveduras. Todas as 60 bactérias isoladas foram identificadas.
Das 60 leveduras isoladas, 27 foram identificadas. Os fragmentos foram sequenciados pelo
método Sanger e as sequéncias com similaridades superiores a 97% frente a sequéncias
disponiveis em bancos de dados foram depositadas no GenBank. Para bactérias, MALDI-
TOF, VITEK®2 e BBL Crystal foram utilizados como métodos complementares para
identificacdo dos isolados. As bactérias identificadas pertencem a 8 géneros: Staphylococcus,
Burkholderia, Cedecea, Enterobacter, Klebsiella, Pantoea, Serratia e Acinetobacter. As
leveduras identificadas pertencem a 7 g@éneros: Candida, Meyerozyma (=Pichia),
Metschnikowia, Hanseniaspora, Rhodotorula, Papiliotrema (=Cryptococcus) e Pseudozyma.
Sdo candidatas a paratransgénese para o controle da malaria em An. darlingi as bactérias do
género Pantoea e Serratia e as leveduras dos géneros Meyerozyma (Pichia), Metschkowia,
Hanseniaspora e Pseudozyma.

Palavras chave: Microbiota de fezes. Simbiontes. Amazo6nia brasileira. Pantoea.

Meyerozyma.



ABSTRACT

Microrganisms living in insects’ midgut have been isolated and identified for
developing biotechnological tools to fight vector-born diseases. In this context, the
mosquitoes Anopheles from different regions around the world have been studied about their
midgut microbiota focused on paratransgenesis. However, information about microrganisms
living in neotropical mosquitoes midgut are scarce. And, specially about Anopheles darlingi,
the main malaria vector in the Brazilian Amazon, still this study, there were not any report
about culturable microrganisms associated to this insect. The first step for paratransgenesis is
to isolate culturable microrganisms naturally associated to the insect vector, and thus
amenable to experimentation in laboratory. The objectives of this work were to isolate and to
identify culturable bacteria and yeasts isolated from feces of Anopheles darlingi, the main
vector of malaria in Brazil; to estimate the species richness and frequency distribution of the
sampled bacteria and yeasts and to characterize and to select the sampled bacteria and yeasts
isolated from feces of An. darlingi with potential for paratransgenesis. The female mosquitoes
of An.darlingi were captured in two rural places of Porto Velho, Rondbnia, Brasil. For
improving the bacterial growth, mosquito feces were collected on LB agar medium and
cultivated at 37 °C for 24 hours, and for improving the yeast growth, mosquito feces were
collected on YPD agar medium with Chloramphenicol and cultivated at 30 °C for 48 hours.
Sixty pure bacteria colonies and sixty pure yeast colonies were sampled. The isolates were
preserved in -80 °C freezer. PCR reactions with genomic DNA from each isolate were
perfomed using the primers of 16S rRNA genes for bacteria and 26S and ITS for yeasts. From
60 bacterial isolates, 55 samples were identified. From 60 yeast isolates, 27 samples were
identified. The fragments were sequenced with the Sanger method and the sequences with
similarities above of 97% with sequences in reference database were deposited in Genbank
(NCBI). For bacteria, MALDI-TOF, VITEK®2 and BBL Crystal were also used as a
complementar protocols to identify the isolates. The identified bacteria fall into 8 genera,
Enterobacter, Klebsiella, Cedecea, Pantoea, Serratia, Acinetobacter, Burkholderia and
Staphylococcus. The identified yeast fall into 7 genera, Pseudozyma, Papiliotrema
(Cryptococcus), Meyerozyma (=Pichia), Rhodotorula, Candida, Hanseniaspora and
Metschnikowia. As candidates to paratransgenesis to control of malaria in An. darlingi are
those bacteria belonging to the genera Pantoea and Serratia and the yeasts belonging to the
genera Meyerozyma (=Pichia), Pseudozyma, Hanseniaspora and Metschnikowia.

Keywords: Feces microbiota. Symbionts. Brazilian Amazon. Pantoea. Meyerozyma.
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1 INTRODUCAO

Os organismos, especialmente aqueles que pertencem aos Dominios Bacteria e
Archaea, vivem nos mais variados habitats da Terra. Eles sdo encontrados desde fontes de
agua fervente até cada milimetro de neve no Polo Sul. A diversidade de populacGes
microbianas indica que elas tiram proveito de qualquer habitat encontrado em seu ecossistema
(TORTORA et al., 2012). No entanto, nenhuma espécie vive em isolamento e, muitas
vezes, a associacdo com outras espécies é especialmente proxima. Para muitos
organismos, o habitat que ocupam é um individuo de outra espécie. Essa interagdo entre
espécies pode ser definida como Mutualismo ou Simbiose (‘viver juntos'), termo que foi
cunhado para essas associacOes fisicas proximas entre espécies. Porém, a aplicacdo desses
conceitos é controversa mesmo entre os ecologistas (BEGON; HARPER; TOWNSEND,
2006a; RICKLEFS, 2010). A interacdo entre um animal e a microbiota que vive em seu
trato digestdrio tem sido alvo de grandes discussbes, ha ainda autores que utilizam o
termo holobionte para descrever essa interacdo (MINARD; MAVINGUI; MORO, 2013;
ROSENBERG; ZILBER-ROSENBERG, 2011; ROSENBERG ZILBER-ROSENBERG,
., 2013). A luz desse debate, autores interessados na interagio animais-microrganismos tem
preferido utilizar o termo “associado” quando tratam do tema (EPIS et al., 2012; GUSMAO et
al., 2010; MATOS et al., 2014; TERENIUS et al., 2008; VALZANO et al., 2016).

A utilizacdo de simbiontes intestinais para o controle de doencas transmitidas por
insetos vetores tem ganhando destaque pelo fato da microbiota poder ser manipulada para
reduzir a competéncia dos insetos para agentes de doencas vetoriais. Em relacdo aos insetos
vetores de agentes de doencas humanas, sdo desenvolvidas estratégias de utilizacdo de
microrganismos heter6logos e simbiontes microbianos geneticamente modificados (ARORA;
DOUGLAS, 2017; RIEHLE et al., 2007; WANG et al., 2012). Para malaria, doenca
parasitaria que provoca prejuizos a saude humana e mortes em diversas regides tropicais do
planeta, a microbiota intestinal do género Anopheles tem sido pouco investigada, a partir de
técnicas de metagendmica (BOISSIERE et al., 2012; LINDH et al., 2005), por microbiologia
classica, atraves do isolamento de microrganismos contidos no trato digestorio de Anopheles,
que sdo dissecados um a um (STRAIF et al., 1998), ou ainda coletados a partir das fezes dos
anofelinos, estratégia que facilita a investigagdo da microbiota que passou pelo trato
digestorio (ARRUDA et al., 2017). Esses esforgos séo justificados pelo fato da microbiota

compartilhar o mesmo ambiente do Plasmodium e assim, podem ser utilizados como uma
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ferramenta para interferir no desenvolvimento do parasita dentro do vetor, interrompendo
assim, o ciclo dessa doenca (WANG et al., 2017). No entanto, a informacdo sobre
microrganismos dos anofelinos neotropicais é escassa (VILLEGAS; PIMENTA, 2014). No
caso de Anopheles darlingi, o principal vetor de malaria no Brasil, até o presente trabalho, ndo
havia informagao sobre microrganismos cultiviveis associadas a esse vetor.

Entre as acOes para erradicacdo da malaria ao redor do globo, é possivel destacar
para o Brasil o langamento, em 2015, do “Plano de Eliminacdo da Malaria no Brasil” com
énfase na malaria por Plasmodium falciparum (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). No
entanto, é aceito que a erradicacdo ndo sera alcancada com as ferramentas atuais. Assim, é
necessario acelerar o desenvolvimento de uma nova geracdo de ferramentas e conhecimentos
voltados especificamente para a erradicacdo global da maldria (MALERA, 2011). Nesse
sentido, uma das alternativas promissoras para agir contra a malaria € a paratransgénese,
técnica de controle baseada em manipulagdo genética de microrganismos simbiontes que pode
ser aplicada em conjunto com outros métodos de controle ja utilizados, mas, para isso é
primordial conhecer os microrganismos associados ao mosquito em questdo (WANG;
JACOBS-LORENA, 2013; WILKE; MARRELLI, 2015).

Dessa maneira, 0 presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar bactérias e
leveduras cultivaveis associadas as fezes de Anopheles darlingi, o principal vetor da malaria
no Brasil. Assim, foi realizada uma descricdo da riqueza de espécies de microrganismos
associados a An. darlingi em uma regido da Amazoénia para contribuir com conhecimentos
que poderdo, levar ao desenvolvimento de uma solucdo biotecnoldgica para auxiliar na

erradicacdo da Malaria.
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2 OBJETIVOS

1. Isolar e Identificar bactérias e leveduras cultivaveis isoladas das fezes de Anopheles
darlingi, o principal vetor da maléria no Brasil.

2. Estimar riqueza e distribuicdo de frequéncia das bactérias e leveduras amostradas.

3. Caracterizar e selecionar bactérias e leveduras isoladas das fezes de An. darlingi com
potencial para paratransgénese.

4. Selecionar vetores de clonagem e expressao para realizacdo da manipulacdo genética

dos canditados a paratransgénese.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 MALARIA

Malaria € uma doenca parasitaria provocada por protistas do género Plasmodium,
pertencentes ao filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae. Atualmente, sdo conhecidas cerca de
150 espécies que causam malaria em diferentes hospedeiros vertebrados. Dessas, apenas cinco
espécies parasitam o homem: (1) Plasmodium falciparum Welch, (2) Plasmodium vivax
Grassi & Feletti, (3) Plasmodium malariae Feletti & Grassi, (4) Plasmodium ovale Stephens,
que ocorre apenas em regides restritas do continente africano (NEVES et al., 2005) e (5)
Plasmodium knowlesi Sinton e Mulligan, importante causador de malaria na Malasia (AMIR
etal., 2016; KANTELE; JOKIRANTA, 2011; SINGH et al., 2004; WHITE, 2008).

O ciclo da doenca pode ser dividido em trés partes (Figura 1), duas ocorrem no
hospedeiro intermediario, o ser humano, no qual o parasita desenvolve a fase assexuada do
ciclo de desenvolvimento; e uma ocorre no hospedeiro definitivo, o0 mosquito, no qual o

parasita desenvolve a fase sexuada de seu ciclo evolutivo (FORATTINI, 1962; MUELLER et
al., 2009; NEVES et al., 2005).

Figura 1 - Ciclo de vida do parasita da malaria humana Plasmodium vivax
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Fonte: Adaptado de MUELLER et al., 2009

a) Inoculacdo de esporozoitos no ser humano; b) Diferenciacéo de esporozoitos e formacéo de merozoitos;
c) Liberacao de merozoitos na corrente sanguinea por merossomas; d) Invasao dos eritrdcitos por
merozoitos; e)- Ingestdo de gametdcitos por mosquitos; f) Formagao de zigoto; g)Formacao de oocinetos;
h) Formacao de oocistos; i) Liberacdo de esporozoitos na glandula salivar do mosquito.
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No ser humano ocorrem as fases exo-eritrocitica, pré-eritrocitica ou tissular e o ciclo
eritrocitico. No mosquito ocorre o ciclo sexuado ou esporogbnico. Quando o ser humano é
picado por um mosquito infectado por Plasmodium sp 0 mosquito suga o sangue humano e ao
mesmo tempo injeta esporozoitos de Plasmodium sp no tecido injuriado (i). Inicia-se, nesse
momento, o ciclo exo-eritrocitico (a). Estes esporozoitos, que tem forma alongada, migram
até o figado e dentro dos hepatdcitos diferenciam-se em trofozoitos pré-eritrociticos. Esses
passam por sucessivas divisdes celulares (reproducdo assexuada chamada esquizogonia)
formando diversos esquizontes teciduais (MUELLER et al., 2009; NEVES et al., 2005).

Os esquizontes (ou criptozoitos) sdo compostos por uma massa citoplasmatica e
milhares de nucleos filhos que dardo origem aos chamados merozoitos, a forma que infecta
eritrocitos (b). Os merozoitos de Plasmodium sp migram para a corrente sanguinea para
invadir os eritrocitos (c). Quando um merozoito invade um eritrocito se inicia o ciclo
eritrocitico (d). O desenvolvimento intra-eritrocitico do parasito se d& por esquizogonia, com
consequente formacdo de novos merozoitos que invadirdo novos eritrécitos. Apds algumas
passagens pelo ciclo eritrocitico alguns merozoitos se diferenciam em gametocitos, que ficam
na corrente sanguinea do ser humano (MUELLER et al., 2009; NEVES et al., 2005).

Quando um mosquito pica um ser humano infectado com gametdcitos de
Plasmodium sp ele se infecta com o parasita (e), o qual ira completar seu desenvolvimento
biolégico dentro do mosquito. No estdmago do mosquito inicia-se o ciclo sexuado do
Plasmodium sp. Os gametdcitos ingeridos sofrem uma diferenciacdo no intestino médio do
mosquito, fatores como temperatura inferior a 30 °C e aumento do pH estimulam o processo
de gametogénese, no qual gametdcitos se transformam em gametas extracelulares (f)
(MUELLER et al., 2009; NEVES et al., 2005).

Poucos minutos apds a ingestdo do sangue o gametdcito feminino transforma-se em
macrogameta e o gametocito masculino passa por um processo denominado exflagelacdo e da
origem a oito microgametas. Em 20-30 minutos, um microgameta fecunda um macrogameta,
formando o ovo ou zigoto. Dentro de 24 horas ap6s a fecundacdo, 0 zigoto passa a
movimentar-se por contracdes do corpo, sendo denominado oocineto (g). Esse atravessa a
matriz peritrofica e atinge a parede do intestino médio, onde se encista na camada epitelial do
0rgdo, passando a ser chamado oocisto (h) (MUELLER et al., 2009; NEVES et al., 2005).

A invasdo da parede do intestisno ocorre por receptores de membrana e Vega-
Rodrigues e colaboradores (2014) citam evidéncias de que 0s oocinetos de Plasmodium sp..
podem invadir o intestino médio do mosquito por caminhos alternativos, além da ligacdo de

uma enolase (proteina presente na superficie do oocineto) com EBP (enolase binding protein-
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proteina presente na superficie do intestino médio do mosquito) (VEGA-RODRIGUEZ et al.,
2014).

Apesar de milhares de gametdcitos serem ingeridos quando um mosquito fémea
alimenta-se de um individuo infectado, cerca de 10% se desenvolvem com sucesso em
oocinetos e cerca de cinco individuos desses tém sucesso em invadir o epitélio do intestino
médio, para formar oocistos sésseis (TAYLOR, 1999; WANG; JACOBS-LORENA, 2013).
Esse gargalo populacional do parasita, no intestino do mosquito, tornou esse compartimento
um alvo para interferir no o ciclo do parasita quando é pensado no controle da doenca e tém
sido estudado por diversos autores (ABRAHAM; JACOBS-LORENA, 2004; DREXLER,;
VODOVOTZ; LUCKHART, 2008; SMITH; VEGA-RODRIGUEZ; JACOBS-LORENA,
2014).

No oocisto ocorre 0 processo de divisdo esporogdnica e, apos um periodo de 9 a 14
dias, ocorre a ruptura da parede do oocisto, sendo liberados os esporozoitos formados durante
a esporogonia. Nessa etapa ocorre uma grande amplificacdo no nimero de parasitas, pois cada
oocisto libera milhares de esporozoitos na hemocele, assim, esporozoitos sdo disseminados
por todo o corpo do inseto através da hemolinfa até atingir as células das glandulas salivares
do mosquito (WHITTEN; SHIAO; LEVASHINA, 2006). Esses esporozoitos que atingem o
canal central da glandula, entram no ducto salivar para serem injetados no hospedeiro
vertebrado (NEVES et al., 2005), (FORATTINI, 1962), (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994) e

assim reiniciar o ciclo.

3.2 EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

Os ultimos registros de ocorréncia de casos de malaria no mundo sdo de 2015 e
foram contabilizados cerca de 212 milhdes de casos da doenca, uma queda de 22% desde
2000 e de 14% desde 2010. A maioria dos casos em 2015 foram reportados na Regido
Africana (90%), seguidos pela Regido do Sudeste Asiatico (7%) e Regido do Mediterraneo
Oriental (2%). Cerca de 4% dos casos estimados globalmente sdo causados por P. vivax, mas,
fora do continente africano, essa propor¢do aumenta para 41%. A maioria dos casos de
maléria causados por P. vivax ocorrem na Regido do Sudeste Asiatico (58%), seguido da
Regido do Mediterraneo Oriental (16%) e da Regido Africana (12%). Cerca de 76% dos casos
estimados de malaria em 2015 ocorreram apenas em 13 paises. Quatro paises (Etiopia, india,

Indonésia e Paquistdo) representaram 78% dos casos de P. vivax (WHO, 2016a).
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Em relagdo & mortes por malaria em 2015, estima-se que ocorreram globalmente
429.000 6bitos, uma diminuicdo de 50% desde 2000 e de 22% desde 2010. A maioria das
mortes em 2015 foi na Regido Africana (92%), seguida da Regido do Sudeste Asiatico (6%) e
da Regido do Mediterraneo Oriental (2%). Quase todas as mortes (99%) resultaram da malaria
provocada por P. falciparum. Das mortes por maléria ocorridas em 2015, 3.100 obitos foram
provocados por malaria provocada por P. Vivax com a maioria dos casos (86%) ocorrendo
fora da Africa (WHO, 2016a).

No Brasil, em 2015 foram notificados 143 mil casos de maléria. Nas &reas
endémicas da doenca no Brasil, que compreende a regido amazonica — responsavel por 99%
dos casos autoctones —, incluindo Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para,
Rond6nia, Roraima e Tocantins, houve reducdo dos casos autoctones em compara¢do com
2014, de 139.204 para 138.069. Na analise por estado, 0 Maranhdo apresentou a maior queda
(71%); seguido de Rondbnia (29%), Para (17%) e Acre (14%) (MINISTERIO DA SAUDE,
2016). Em 2016 hove uma de redugdo em 44% nos casos notificados com 81.565 registros
(SIVEP-MALARIA-MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Os dados mais recentes sobre mortalidade por malaria no Brasil sdo de 2015 e foram
registrados 35 6bitos por maléria em 2015, desses, 24 mortes foram na regido norte, 5 na
regido sudeste, 3 na regido nordeste, 2 na regido centro-oeste e uma na regido sul. Nesse
periodo P. falciparum foi responsavel por 12 6bitos e P. vivax por 13 o6bitos (DATASUS-
MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Em relacdo a politicas para o controle da malaria, ha uma iniciaciva mundial para a
erradicacdo da doenca. O programa “Global Technical Strategy for Malaria (GTS) 2016—
2030 tem como objetivo, até 2030, eliminar a maléria de 35 paises em que a malaria foi
transmitida em 2015. Um outro alvo da estratégia é prevenir o restabelecimento da malaria em
todos os paises que sdo livres de malaria. Um pais deve denunciar zero casos indigenas de
malaria por 3 anos consecutivos antes que se considere ter eliminado a doenca. Entre 2000 e
2015, 17 paises atingiram zero casos indigenas por 3 anos ou mais e 10 desses paises
atingiram zero casos indigenas por 3 anos dentro do periodo 2011-2015. A maléaria ndo foi
restabelecida em nenhum desses paises. Paises que atingiram zero casos indigenas por 3 anos
ou mais, e que tém sistemas de vigilancia suficientemente solidos para demonstrar isso
realizacdo, sdo elegiveis para solicitar que a OMS inicie procedimentos para certificacdo que
sdo livres de maléria. O processo de certificagdo é opcional. Entre 2000 e 2015, seis dos 17
paises que atingiram zero casos indigenas por 3 anos ou mais foram certificadas como isentas
de malaria pela OMS (WHO (WORLD HEALTH ORGANISATION), 2016).
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Nesse contexto, o Brasil recebeu em 2015 o prémio “Malaria Champions of the
Americas Award 2015”, entregue ao Programa Nacional de Controle da Maléria do Ministério
da Salde, na sede da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS/OMS), em Washington.
Essa é a quarta vez que o pais é premiado por seu esforco para reduzir os casos de malaria.
Apesar da reducdo dos casos de malaria, a doenca ainda constitui um importante problema de
salde publica. Ainda em 2015, o Ministério da Saude lancou o Plano de Eliminacdo da
Maléaria no Brasil com énfase na malaria por Plasmodium falciparum (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016). Complementariamente, em 2017, o Brasil foi classificado em uma das areas

com maléria sob controle (Figura 2).

Figura 2 - Paisagem global da malaria por pais em 2017.
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3.3 VETORES DA MALARIA

Os mosquitos da familia Culicidae estdo agrupados em duas subfamilias: Culicinae e
Anophelinae. Esses insetos dipteros sdao holometabolos, seu ciclo biolégico é composto por
quatro fases: ovo, quatro estadios larvais (L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto. Os adultos sdo
alados e possuem pernas e antenas longas, por isso, muitas vezes sdo chamados de
pernilongos, sendo bastante conhecidos devido a atividade hematofagica das fémeas. Nas
fases imaturas, 0s mosquitos sdo aquaticos e, em geral, sdo considerados predadores, pois

podem ingerir inUmeros organismos tais como microplancton presente em seus habitats,
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constituido de algas, rotiferos, bactérias, esporos de fungos, ou quaisquer particulas de
matéria organica (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Os membros da subfamilia Anophelinae sdo conhecidos como anofelinos, um grupo
de grande importancia médica. Os anofelinos distribuem-se em trés géneros: Anopheles, que é
cosmopolita, Chagasia e Bironella, esses, restritos as regides neotropical e australiana
respectivamente. Apenas 0s dois primeiros citados sdo encontrados no Brasil (FORATTINI,
2002).

No final do século XIX, cientistas descobriram que algumas doencgas, como a
malaria, dengue e febre amarela eram transmitidas por mosquitos e, desde entdo, tém-se
estudado a sistematica e a biologia desses insetos com a finalidade de identificar pontos
vulneraveis para combaté-los e controlar a veiculacdo de doengas transmitidas por esses
animais (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Atualmente sdo conhecidas 486 espécies de mosquitos que pertencem ao género
Anopheles. Dessas, 39 espécies ocorrem no Brasil (Systematic Catalog of Culicidae)
(GAFFIGAN et al., 2015). No entanto, € importante salientar que estudos genéticos realizados
por Emerson e colaboradores (2015) revelaram que a espécie An. darlingi apresenta trés
padrGes moleculares bem definidos, assim, os autores levantam a hip6tese de que os trés
grupos genéticos podem representar trés espécies putativas (EMERSON et al., 2015). Mas,
até o momento, a identificacdo das espécies de Anopheles, que ocorrem no Brasil, pode ser
realizada com a utilizacdo de chaves dicotbmicas baseadas em caracteristicas morfoldgicas
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Os principais vetores de malaria no continente americano sdo: An. freeborni, An.
pseudopunctipennis, An. quadrimaculatus, An. albimanus, An. albitarsis, An. aquasalis, An.
darlingi, An. marajoara e An. nuneztovari (Figura 3) (SINKA et al., 2012). No entanto, no
Brasil, as espécies consideradas como vetores primarios sdo An. darlingi, An. aquasalis, An.
albitarsis sensu lato, An. oswaldoi, An. nuneztovari, An. triannulatus e An. braziliensis. No
subgénero Kerteszia, infecgdes naturais foram relatadas para An. cruzii e An. bellator
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

O principal vetor de malaria no Brasil é An. darlingi (Figura 4), pertencente ao
subgénero Nyssorhynchus, tendo sido descrito por Root em 1926 (ROOT, 1926). Anopheles
darlingi esta amplamente distribuido em toda a América do Sul, sendo especialmente
importante como vetor da malaria nos paises amazonicos (HIWAT; BRETAS, 2011).

Os criadouros dessa espécie sdo grandes cole¢fes de 4gua com pH de neutro a

alcalino (FORATTINI, 1962). Esses mosquitos preferem cole¢des de agua com pouca matéria
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organica e aguas profundas, limpidas e parcialmente sombreadas como represas, remansos de
rios e lagoas (CHARLWOOD, 1996; DEANE, 1986; TADEI et al., 1988).

Figura 3 - Distribuig8o das principais espécies de anofelinos vetores de de malaria no continente

americano.
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Principais espécies de vetores da maldria nas Américas. Destaque para a ampla distribuigéo de
Anopheles darlingi na América do Sul (SINKA et al., 2012).

Em época de seca, 0s criadouros podem ser localizados em leitos de rios pedregosos,
podendo invadir pequenos vales e causar epidemias temporarias que cessam por ocasido das
primeiras chuvas, quando esses criadouros séo destruidos (FORATTINI, 1962). Além disso, a
ocorréncia de chuvas fortes pode acarretar em inundacGes dos sitios de reproducédo e carrear
as formas imaturas do mosquito. Esse mecanismo é cogitado por ter alguma influéncia no
aumento da densidade de An. darlingi na estacdo seca ou no periodo de transi¢do entre a seca
e a estacdo chuvosa (CHARLWOOD, 1980; FORATTINI, 1987).



28

No Brasil, a malaria humana se concentra na regido amazénica e An. darlingi é o
anofelino que melhor e mais rapidamente se beneficia das alterages que 0 homem produz no
ambiente silvestre, como 0 caso da construcdo de represas e acudes. A substituicdo das
florestas por pastagens altera o comportamento de habitos silvestres de An. darlingi para
habitos sinantropicos provocando aumento da densidade desses mosquitos e
consequentemente aumento nos casos de malaria (VITTOR et al., 2006).

Figura 4 - Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi durante o repasto sanguineo.

Foto do acervo do Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo.

Além disso, Barros e Honorio (2015) comentam que a Malaria é uma doenca de
fronteira de desmatamento e sugerem que o determinante mais importante da incidéncia da
malaria pode ser a proximidade de locais de transicdo, portanto, a margem das florestas ou
lagoas cobertas de floresta (BARROS; HONORIO, 2015). Atividades antropicas e mudancas
ambientais e climéaticas favorecem a maior densidade vetorial de An. darlingi exigindo
estratégias de controle especificas para reduzir as populacdes dessa espécie (TADEI et al.,
2017).

Um fator importante que contribui para que An. darlingi seja o principal vetor da
malaria no Brasil é a sua susceptibilidade a infec¢do por Plasmodium que infectam humanos
(KLEIN et al, 1991a; KLEIN et al, 1992b; DA SILVA-VASCONCELOS et al., 2002).
Anopheles darlingi € o Unico anofelino brasileiro no qual foram detectadas infec¢bes naturais
pelas trés espécies de Plasmodium que causam malaria humana nas Américas: P. vivax, P.
falciparum e P. malariae (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; DE ARRUDA et al., 1986, 1989;
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DEANE, 1986). Outros fatores que contribuem para sua alta capacidade vetorial, sdo a
capacidade de transmitir a malaria dentro e fora de residéncias e habito antropofilico
(CHARLWOOD, 1996; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; DEANE, 1986). Além disso, esta
espeécie sO ndo é encontrada nas areas secas do Nordeste, no extremo Sul (abaixo da foz do rio
Iguacu) e nas areas de elevada altitude (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1962).

3.4 MICRORGANISMOS E SEUS HABITATS

Microrganismos sdo ubiquos e podem, por exemplo, colonizar frutas, flores e fauna
associada (CHANDLER et al., 2011; HONG et al., 2001); animais como humanos, porcos,
ratos, bovinos e insetos (DETHLEFSEN; MCFALL-NGAI; RELMAN, 2007; YUN et al.,
2014); ou ainda tantos outros habitats como solo (BEECK et al., 2014) e 4gua (RICHARDS et
al., 2015). No entanto, os estudos sobre a diversidade microbiana no Brasil sdo escassos
quando comparados a literatura sobre a biodiversidade de plantas e animais (BRUCE et al.,
2012). Por exemplo, apenas recentemente a diversidade microbiana dos solos da Amazonia e
do Cerrado e o dominio marinho foram estudados de forma sistematica. Bruce e
colaboradores (2012) apresentam um capitulo sobre biodiversidade microbiana dos biomas
brasileiros, no qual sumarizam dezenas de publicagfes sobre o0 assunto.

Os microrganismos que colonizam as superficies corporais de forma permanente,
sem gerar doengas, sdo considerados membros da microbiota normal ou flora normal do
corpo. Outros, denominados microbiota transiente, podem estar presente por varios dias,
semanas ou mesmo meses, e depois desaparecem (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Muitos fatores determinam a distribuicdo e a composi¢do da microbiota normal.
Entre eles estdo nutrientes, fatores fisicos e quimicos, defesas do organismo hospedeiro e
fatores mecanicos (DILLON; DILLON, 2004; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Esse
conjunto de microrganismos varia de acordo com os tipos de nutrientes que eles podem
utilizar como fonte de energia. Consequentemente, tais organismos colonizam apenas 0s sitios
que podem supri-los com os condicdes e recursos apropriados. Os nutrientes podem ser
derivados de produtos celulares secretados ou excretados, substancias em fluidos corpéreos,
células mortas e alimentos do trato gastrintestinal.

Fatores fisicos e quimicos influenciam o crescimento dos micro-organismos e, assim,
a composicdo e o crescimento da flora normal. Entre esses fatores estdo o pH, a presenca de
oxigénio e didxido de carbono, a salinidade e a luz solar (BEGON; HARPER; TOWNSEND,
2006; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
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Muitos animais, vertebrados e invertebrados, possuem uma microbiota mutualistica
em seu trato digestorio formando comunidades complexas de mutualistas. Para ruminantes e
cupins, a relagdo com microrganismos é especialmente importante na digestao de celulose. Ou
seja, existem microrganismos, como bactérias, que encontram o seu substrato em animais e
que trazem beneficios nutricionais para seus hospedeiros (BEGON; HARPER; TOWNSEND,
2006a; MINARD; MAVINGUI; MORO, 2013).

Animais sem microbiota podem ser obtidos e mantidos em condicGes laboratoriais. A
maioria dos mamiferos livres de germes usados em pesquisa € obtida por sua criacdo em
ambientes estéreis. Por um lado, pesquisas com animais livres de germes mostram que a
presenca de microrganismos néo é absolutamente necessaria a vida animal. Por outro lado, as
mesmas pesquisas mostram que animais livres de germes apresentam sistema imune
subdesenvolvido e sdo extremamente suscetiveis a infeccdes e doencas severas. Animais
livres de germes também requerem mais calorias e vitaminas em sua alimentacdo do que
animais normais (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

3.5 MICRORGANISMOS DO TRATO DIGESTORIO DE INSETOS

Protistas, fungos, archaeas e bactérias podem ser encontrados colonizando o trato
digestdrio de insetos. Os fungos, por exemplo, sdo frequentemente encontrados em intestinos
de insetos que se alimentam de madeira ou detritos e, provavelmente, desempenham um papel
na digestdo desse material vegetal. Quanto a bactérias, € conhecido que estas compdem a
maioria dos microrganismos contidos nos intestinos dos insetos, as quais contribuem para a
nutricdo, protecdo contra agentes patogénicos e parasitas, na modulagdo de respostas imunes
e, ainda, comunicacdo (ENGEL; MORAN, 2013).

E fato que o trato digestdrio de insetos tem flora microbiana associada, e do ponto de
vista ecoldgico, essa relacdo pode se estabelecer por ocupacdo de nicho nas populacdes de
microrganismos que habitam o trato digestorio de um individuo. Também é fato que quando
diferentes espécies ocupam o mesmo local, algumas espécies se sobressaem em detrimento de
outras (BEGON; HARPER; TOWNSEND, 2006b; RICKLEFS, 2010). Paralelamente a isso,
do ponto de vista da colonizacdo microbiana, tratos digestorios de insetos sdo habitats
instaveis. Em insetos holometabolos, por exemplo, durante a metamorfose ha uma
remodelacdo radical do intestino e outros 6rgéos, com a eliminacdo de todo o intestino larval
e seu conteldo, fato que provoca altera¢cBes na composi¢do da microbiota local e na maioria

das vezes, resulta na eliminagdo completa ou quase completa das bactérias intestinais (MOLL
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et al.,, 2001). Por este motivo alguns mosquitos adultos recém-emergidos ndo contém
bactérias em seus intestinos (MOLL et al., 2001). Por outro lado, intestinos de outros insetos
exibem criptas especializadas ou bolsas que favorecem a persisténcia microbiana (ENGEL,;
MORAN, 2013; MOLL et al., 2001).

Além disso, tratos digestorios de insetos variam amplamente na morfologia e
propriedades fisico-quimicas, fatores que influenciam grandemente a estrutura da comunidade
microbiana. A maioria de intestinos de insetos contém relativamente poucas espécies de
microrganismos quando comparados aos microrganismos contidos dos intestinos de
mamiferos, porém, alguns insetos abrigam grandes comunidades de bactérias especializadas
no intestino, como os térmites, por exemplo, que dependem de protistas e bactérias para sua
nutricdo. Outros, sdo colonizados escassamente apenas por bactérias oportunistas comuns em
outros ambientes (ENGEL; MORAN, 2013).

Insetos sociais, como cupins, formigas e abelhas, possuem interacdes intraespecificas
e sociais que oferecem oportunidades para transferéncia de bactérias do intestino com funges
benéficas especializadas em nutricdo e protecdo. Isso implica em comunidades de
microrganismos em intestino mais distintas e consistentes. Para insetos nao sociais ou
solitarios, a infrequente interacdo intraespecifica cria um obstaculo para o conhecimento da
dindmica das associacGes intimas de microrganismos dos intestinos desses insetos. Assim, ha
uma caréncia de informacdo sobre rotas de transmissdo confidveis entre os hospedeiros.
Porém, para os insetos solitarios com geracGes que nao se sobrepdem, hipotetiza-se que as
fémeas podem potencialmente transmitir bactérias a progenitura simplesmente por defecar na
vizinhanca de ovos e tendo as suas bactérias intestinais ingeridas pela sua progenia (ENGEL;
MORAN, 2013).

Em muitos insetos, bactérias amplamente distribuidas colonizam os animais de modo
oportunista, mas as comunidades microbianas dos tratos digestorios associadas a uma espécie
de inseto sdo fortemente influenciadas pela dieta ou localizacdo geografica, embora, alguns
taxa bacterianos possam ser compartilhados com a maioria ou com todos os hospedeiros
(AHARON et al., 2013; BRODERICK et al., 2004; CHANDLER et al., 2011; SCHAUER;
THOMPSON; BRUNE, 2012).

A reincidéncia de determinados taxa em comunidades do intestino das mesmas e
diferentes espécies potencialmente reflete transmisséo direta entre os hospedeiros individuais,
captacdo seletiva por parte dos hospedeiros, ou adaptacdo para colonizar intestinos de insetos

por parte dos microrganismos, ou alguma combinacdo (ENGEL; MORAN, 2013).
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Em mosquitos, algumas espécies de microrganismos se repetem entre os géneros de
diferentes espécies, mesmo em localidades geograficas distantes. Este fato tem sido debatido
e pode ser devido a colonizacdo dos tratos digestorios dos insetos por microrganismos
ubiquos, que estdo na flora, na seiva, em produtos de decomposi¢cdo ou em outros locais que
0s insetos utilizam para se alimentar ou simplesmente pousar (Figura 5). Porém, hd uma
frente de estudo que acredita que ha uma relagdo intima entre microrganismos contidos nos
tratos digestdrios e seus hospedeiros, como a existéncia de relacbes simbidticas (DOUGLAS,
2011; KIKUCHI, 2009; MINARD; MAVINGUI; MORO, 2013).

Figura 5 - Fluxo da microbiota no sistema digestdrio de mosquitos adultos
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1: bomba cibarial; 2: bomba farigeana; 3: bomba salivar; 4: glandula salivar; 5:eso6fago; 6: diverticulos
doesais; 7: diverticulo ventral; 8: estbmago ou intestino médio; 9:tubos de Malpighi; 10: ileo/célon;
11:reto; 12: anus. Adaptado de Consoli e Oliveira (1994) e Engel e Moran 2013.

A diversificacdo e sucesso evolutivo dos insetos dependem em parte de suas relacfes
com microrganismos benéficos, que sdo conhecidos por complementar as dietas pobres em
nutrientes; auxiliar a digestdo dos componentes dos alimentos recalcitrantes; proteger de
predadores, parasitas e agentes patogénicos; contribuir para comunicacdo intra-especifica;
afetar a eficiéncia como vetores de doencas; e governar acasalamentos e sistemas
reprodutivos, ou seja, a interacdo interespecifica entre espécies de insetos e de
microrganismos tem efeito sobre o valor adaptativo ou fitness (BEGON; HARPER,;
TOWNSEND, 2006a; ENGEL; MORAN, 2013).

Um aspecto importante acerca dos estudos sobre microrganismos associados ao trato
digestorio de insetos, especialmente relacionados a mosquitos Anopheles, é que nas
investigacGes da microbiota 0s autores destacam majoritariamente bactérias. E na maioria
desses estudos, as bactérias ndo sdo isoladas, cultivadas e preservadas. Ao invés disso, tém

sido utilizado iniciadores da sequéncia 16S rRNA para a identificacdo das bactérias. Essa
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ampla utilizacdo pode ser devida as dificuldades de se isolar muitos desses microrganismos,
que podem ser exigentes em termos nutricionais ou ainda pela ampliacdo dos trabalhos
utilizando metagenémica, metodo independente de cultura, no qual espécies sdo identificadas
através de sequéncias nucleotidicas, mas ndo sdo obtidas em cultura (ENGEL; MORAN,
2013).

Apesar da proliferagdo dos estudos de comunidades microbianas utilizando analises
das sequéncias 16S rRNA estarem comecando a produzir um retrato da diversidade da
comunidade em varios intestinos de insetos, as comparacOes diretas de medidas de
diversidade entre os estudos devem ser interpretadas com cautela, porque diferentes estudos
utilizam diferentes tecidos de partida, diferentes métodos para extracdo de DNA a partir de
células bacterianas, diferentes iniciadores, diferentes métodos de sequenciamento, e diferentes
pontos de corte para a definicdo das espécies. Outro cuidado a respeito dessas pesquisas € que,
por si sO, elas ndo permitem conclusbes funcionais. A sequéncia de 16S rRNA é uma
molécula altamente conservada, o que da pouca informacdo sobre a capacidade metabdlica de
uma bactéria; isto €, genomas bacterianos com sequéncias de de 16S rRNA quase idénticos
podem ter grandes diferencas no conteddo de genes e capacidades metabolicas (ENGEL,;
MORAN, 2013; HUGHES et al., 2001).

Porém, estudos mais recentes sugerem que a analise de uma regido considerada
relativamente conservada, como a V4, pode ser equivalente a sequéncia completa do 16S
rRNA para estudos filogenéticos (YANG; WANG; QIAN, 2016). Além disso, 0 numero
absoluto de bactérias no intestino pode diferir dramaticamente entre e dentro das espécies de
insetos e isto é raramente investigado. Esses fatores podem ter efeitos importantes sobre a
biodiversidade detectada nas amostras (ENGELBREKTSON et al., 2010). Estudos que
documentam os perfis da sequéncia 16S rRNA de comunidades do intestino ndo fornecem
estimativas dos numeros de células bacterianas presentes ou apenas retratam um Unico
instante da comunidade. Estimativas de densidades absolutas seriam complementos Uteis para
dados de diversidade para ter uma idéia sobre a abundancia e estabilidade da microbiota
intestinal (ENGEL; MORAN, 2013).
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3.6 BACTERIAS ASSOCIADAS A CULICIDEOS

Alguns autores tém mostrado mosquitos (Diptera: Culidae) como hospedeiros de
diferentes comunidades bacterianas (DOUGLAS, 2011; MANGUIN; NGO; TAINCHUM,
2013; MINARD; MAVINGUI; MORO, 2013; NGO et al., 2015; VALIENTE MORO et al.,
2013), as quais podem variar dependendo do sexo do mosquito, do estagio de
desenvolvimento e de fatores ecoldgicos. Hughes e colaboradores (2014), por exemplo,
afirmaram que interagdes microbianas afetam profundamente o hospedeiro, pois verificaram
que a microbiota nativa de Anopheles impede a transmisséo vertical de Wolbachia. Os autores
identificaram Asaia como a bactéria responsavel pela inibicdo da transmissdo de Wolbachia
(HUGHES et al., 2014).

Argumenta-se ainda que a microbiota nos mosquitos pode ser considerada um
fendtipo estendido desses ultimos, uma vez que existem numerosos exemplos de
microrganismos que influenciam os insetos que estabelecem associagdo com as comunidades
microbianas que variam de parasitismo a mutualismo (DOUGLAS, 2011; TOFT,
ANDERSSON, 2010). De fato, alguns autores consideram que 0S organismos superiores ndo
sdo dissocidveis de seus parceiros microbianos e, em conjunto, formam uma unidade de
selecdo em que os genes dos parceiros inter-atuantes sdo reunidos para a funcdo global do
holobionte (Teoria Hologendmica) (MINARD; MAVINGUI; MORO, 2013; ROSENBERG;
ZILBER-ROSENBERG, 2011).

O ndmero de investigacdes sobre a microbiota de insetos, especialmente culicideos,
tem crescido com o intuito de compreender a funcdo dos microrganismos contidos no
intestino de Anopheles. Neste contexto, isolamentos e identificagdes de bactérias associadas
ao género Anopheles (Culicidae) vem sendo realizadas com o intuito de interferir no ciclo da
maléria dentro do mosquito vetor (BANDO et al., 2013; CHAVSHIN et al., 2012, 2014,
CHEN et al., 2016; CHEN; BLOM; WALKER, 2017; DJADID et al., 2011; GENDRIN;
CHRISTOPHIDES, 2013; MANGUIN; NGO; TAINCHUM, 2013; SHARMA et al., 2013;
TERENIUS et al., 2008; VILLEGAS; PIMENTA, 2014).

Bactérias do género Asaia estdo associadas a diferentes espécies de vetores da
maléria e estdo localizadas no intestino, glandulas salivares e ¢rgdos reprodutivos de
mosquitos fémeas e machos (DAMIANI et al., 2008). Cepas de Asaia, por exemplo, sdo
capazes de se multiplicar em intestinos de mosquitos vetores e invadir outros espécies de
mosquito (CHOUAIA et al., 2010; RICCI et al., 2011) e, ainda, demonstrou-se que uma cepa
pode colonizar hospedeiros tdo diversos como cigarrinhas e mosquitos (CROTT] et al., 2009).
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Assim, Damiani e colaboradores (2008), argumentam que a disseminacdo dessas bactérias em
populacbes de mosquitos ocorre através de diferentes mecanismos como co-alimentacao,
acasalamento sexual e transmissdo materna (DAMIANI et al., 2008).

A colonizacdo do intestino com comensal ou comunidades microbianas mutualisticas
pode aumentar a resisténcia do hospedeiro contra a invasdo de parasitas. Para insetos vetores
de doengas, microrganismos simbiontes podem influenciar na competéncia vetorial (RICCI et
al., 2012) ou no tempo de desenvolvimento e, assim, fornece alvos para o controle da doenca
em potencial (CHOUAIA et al., 2010).

Outro simbionte natural de mosquito é a bacteria Pantoea, a qual pode colonizar
varias espécies de mosquitos e é facilmente transformada e cultivada; assim, Pantoea foi
proposta para aplicacdes paratransgénicas (BISI; LAMPE, 2011; DJADID et al., 2011).

Além disso, Serratia marcescens HB3, que foi isolada de mosquitos An. stephensi,
inibiu o desenvolvimento de Plasmodium no intestino do mosquito, interrompendo a invaséo
de oocinetos através das células epiteliais do intestino (BANDO et al., 2013).

Apesar dos relatos sobre a microbiota em anofelinos nos altimos anos (KAMPFER et
al., 2014; MANGUIN; NGO; TAINCHUM, 2013; NGO et al., 2015; RANI et al., 2009), este
conhecimento ainda é escasso para algumas espécies de Anopheles, principalmente para
espécies neotropicais. Villlegas e Pimenta (2014) organizaram um banco de dados para a
ocorréncia de 109 géneros bacterianos a partir de 14 diferentes espécies de Anopheles,
distribuindo as ocorréncias por continente. Para a Africa relataram 82 géneros, para a Asia
registraram 58 géneros, para a América listaram apenas cinco géneros e, enfim, para a Europa
citaram trés géneros (Figura 6). No entanto, é valido ressaltar que a maioria dos estudos foram
realizados no continente africano e asiatico, e portanto, nesses continentes a microbiota de um
maior nimero de mosquitos foi investigada. Os cinco géneros bacterianos com ocorréncia no
continente americano foram obtidos a partir de dois vetores neotropicais primarios An.
darlingi e An. Albimanus (Figura 6) (VILLEGAS; PIMENTA, 2014).

Os géneros de bactérias que ocorreram no continente americano sao: Aeromonas,
Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas e Serratia. A espécie anofelina com os géneros
bacterianos associados mais relatados foi Anopheles gambiae, com 71 géneros, seguido pelo
vetor da malaria humana asiatica An. stephensi, com 46 géneros. Esse autores também
indicaram a existéncia de apenas trés géneros de bactéria associadas a An. darlingi. As
informagdes sobre a ocorréncia dos géneros bacterianos citados por Villlegas e Pimenta

(2014) sdo baseadas em diferentes técnicas que variam desde bactérias isoladas em meios de
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cultura até a identificacdo de bactérias em multiplas plataformas baseadas em genes 16S
rRNA (VILLEGAS; PIMENTA, 2014).

Terenius e colaboradores (2008) identificaram por técnica independente de cultura
(uma abordagem sem o isolamento dos microrganismos) bactérias associadas a An. darlingi
pertencentes a trés géneros: Aeromonas, Pantoea e Pseudomonas (TERENIUS et al., 2008); e
recentemente, resultados obtidos no presente trabalho foram publicados divulgando bactérias
que foram isoladas a partir de fezes de An. darlingi, essas foram identificadas pertencendo a
cinco géneros distintos: Acinetobacter, Staphylococcus, Enterobacter, Klebsiella e Serratia
(ARRUDA et al., 2017). Logo, até 0 momento, foram publicadas a ocorréncia de sete géneros
de bactérias associadas a An. darlingi: Acinetobacter, Staphylococcus, Enterobacter,

Klebsiella, Serratia, Aeromonas, Pantoea e Pseudomonas.

Figura 6- Numero de géneros bacterianos relatados em vetores, anofelinos, de malaria humana
(VILLEGAS; PIMENTA, 2014).
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3.7 LEVEDURAS ASSOCIADAS A CULICIDEOS

As leveduras séo fungos pertencentes aos filos Ascomycota ou Basidiomycota. Podem
ser definidas como fungos cujo crescimento vegetativo predominantemente resulta de
brotamento ou fissdo e que ndo formam seus estados sexuais dentro ou em cima de um corpo

de frutificacdo. Para leveduras do grupo ascomicetos, esta distincdo foi confirmada por
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comparagdes moleculares, que demonstram que leveduras de brotamento e leveduras de fissdo
séo filogeneticamente distintas umas das outras e dos euascomicetos. Para leveduras do grupo
basidiomiceto, pode ser feita uma distincdo similar, pois aparecem filogeneticamente
separadas dos cogumelos e outros taxa que formam corpos de frutificagdo complexos. Em
resumo, as leveduras, quer ascomicetos ou basidiomicetos, sdo geralmente caracterizadas por
brotamento ou fissdo como o principal meio de propagacdo vegetativa e ttm estados sexuais
que ndo sdo colocados entre corpos de frutificacdo (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT,
2011).

A investigacdo de leveduras associadas a insetos vetores de doengas vem sendo
realizada com intuito de conhecer esta diversidade de leveduras para prospectar ferramentas
para futuras intervencgdes nos ciclos das doencas utilizando estes microrganismos. Em relacéo
a leveduras associadas a mosquitos do género Anopheles, ha poucos trabalhos que relatam
esta associacdo. Este ramo do conhecimento ainda é pouco explorado, principalmente quando
comparado a vasta literatura sobre bactérias associadas a esse mosquito.

Ricci e colaboradores (2011) fizeram a identificagdo molecular de leveduras
associadas ao género Anopheles (Culicidae) utilizando dominios D1/D2 da subunidade grande
do rRNA e das regides ITS (Internal Transcribed Spacer). Os autores relatam a ocorréncia de
4 géneros de fungos encontrados em Anopheles stephensi e em An. gambiae. Desses, trés
leveduras foram cultivadas: Candida, Hanseniaspora e Wickerhamomyces (Pichia), e uma
identificacdo do fungo Wallemia sebi (AF548107) foi molecular sem o cultivo (RICCI et al.,
2011).

Além de Ricci e colaboradores (2011), apenas Ignatova et al (1996) isolaram e
identificaram leveduras de Anopheles. Os autores investigaram a flora de leveduras de Aedes,
Anopheles e Culex da Ucrania e registraram as leveduras Candida famata, C. (Yarrowia)
lipolytica, Rhodotorula e Cryptococcus. E, ainda, concluiram que as linhagens estudadas
fazem parte da microflora normal do mosquito (IGNATOVA et al., 1996). Os outros
trabalhos relacionados com leveduras em Anopheles sdo estudos para controle simbi6tico e
paratransgénese utilizando W. anomalus ou citacGes em artigos de revisdo (CAPPELLI et al.,
2014; MANCINI et al., 2016; RICCI et al., 2012a, 2012b).

Um exemplo da importancia ecologica das leveduras associadas a insetos vetores de
doencas, é um recente trabalho realizado por Valzano e colaboradores (2016) que mostraram
que a levedura Wickerhamomyces anomalus associada a mosquitos An. stephensi, produz uma

toxina capaz de matar parasitas da malaria Plasmodium berghei in vitro (VALZANO et al.,
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2016). No entanto, até o momento, ndo foi publicado nenhum isolamento de leveduras
associadas a An. darlingi, o principal vetor de malaria na Amazonia brasileira.

Apesar dos estudos escassos sobre a microbiota de leveduras associadas a anofelinos,
a interacdo entre leveduras e outros insetos tem sido examinada ha mais de um século, e 0s
primeiros estudos mostram que as leveduras que vivem dentro dos aparelhos digestorios de
moscas se multiplicam quando as moscas sdo alimentadas com uma solugdo de agUcar
esterilizado (GIGLIOLI, 1897). A interacdo interespecifica Drosophila e leveduras é
geralmente considerada como um mutualismo difuso (CHANDLER; EISEN; KOPP, 2012;
KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011), e.g., a transmissdo de leveduras por Drosophila
buzzatii durante o namoro e acasalamento (STARMER; PERIS; FONTDEVILA, 1988).
Outro exemplo, séo as leveduras que podem sobreviver a passagem através do trato digestorio
de Drosophila, dessa forma, esse hospedeiro atua como um vetor para a dispersdo de
leveduras para a colonizagdo de novos habitats (GANTER, 1988; STARMER; PERIS;
FONTDEVILA, 1988). As informacdes relatadas nestes estudos podem ser utilizadas como

modelo para estudos da interacao entre leveduras e anofelinos.

3.8 ESPECIE PARA MICRORGANISMOS E A IDENTIFICACAO MOLECULAR

A definicdo e a aplicagdo do conceito espécie foi debatido por décadas e ainda hoje é
objeto de polémicas (ALDHEBIANI, 2017; DE QUEIROZ, 2007). Apo6s a proposicdo da
classificacdo bioldgica em trés dominios por Carl Woese (1990), diversas metodologias e
ferramentas foram produzidas para identificar e reclassificar espécies baseando-se em
sequéncias moleculares como a composicdo das moléculas de 16S ou 18S rRNA (WOESE;
KANDLER; WHEELIS, 1990). Os microrganismos estdo classificados em trés dominios:
Bacteria, Archea e Eucarya (WOESE, 1994), nos quais 0s procariotos sao representados pelos
dominios Archea e Bacteria, e eucariotos pelo dominio Eucarya, no qual ficaram distribuidos
protistas, fungos, plantas e animais. E de acordo com a arvore filogenética universal atual

(Figura 7) o dominio Bacteria contempla a maior diversidade filogenética (HUG et al., 2016).
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Figura 7 - Uma visdo atual da arvore da vida, abrangendo a diversidade total representada por

genomas sequenciados
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Fonte: A new view of the tree of life (HUG et al., 2016).

Para microrganismos pode-se adotar o conceito filogenético de espécie, que esta
relacionado ao menor agrupamento de individuos distinguiveis com ancestralidade e

descendéncia. E atualmente, muitas vezes, é adotado o conceito fenético de espécie, baseado
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na taxonomia numérica, na qual uma espécie ¢é definida com base na similaridade global ou
divergéncia dos caracteres, aos quais podem ser atribuidos uma pontuacdo numérica, que
normalmente é a presenca ou auséncia de uma caracteristica (MCARTHUR, 2006). Em geral,
0 conceito de espécie tem um significado evolutivo e outro taxonémico, que podem ser
independentes um do outro. O significado taxondmico de espécie tem uma aplicacdo prética,
util para a identificacdo de organismos de espécies que sdo importantes para industria, saude e
outros. Neste contexto, existem autores que argumentam que a importancia em se ter um
conceito a ser adotado para espécies é justamente o fato de ter uma aplicacdo pratica. Por
exemplo, espécie € a unidade béasica da conservacdo da biodiversidade. Assim, para a
protecdo da biodiversidade inicialmente mede-se o aumento ou reducdo do ndmero de
espécies, isto é a sua riqueza de espécies (MCARTHUR, 2006).

A identificacdo molecular para microrganismos pode ser realizada com base na
homologia entre nucleotideos de locus especificos. Esta homologia geralmente é dada em
porcentagem de similaridade entre diferentes organismos. Tal metodologia consiste
resumidamente em (1) escolher iniciadores adequados para os loci especificos, (2)
amplificacdo dos loci utilizando PCR, (3) sequenciamento do amplicon, e (4) analise das
homologias entre 0s nucleotideos da sequéncia de interesse e sequéncias do mesmo locus, que
estdo disponiveis em bancos de dados, utilizando softwares que funcionam com algoritmos
que validam estatisticamente estas comparagdes. E possivel fazer a identificagio de bactérias
utilizando o locus do gene ribossomal 16S, mas existem outros locus menos utilizados. Para a
identificacdo de leveduras é possivel utilizar a regido D1/D2 do locus do gene ribossomal 26S
(KURTZMAN, 2014).

A utilizacdo das sequéncias do gene rRNA 16S para taxonomia e filogenia é
motivada por diversos fatores: (1) Esta sequéncia pode ser encontrada em todas as bactérias e
archaea, e mesmo eucariontes as possuem em mitocondrias e cloroplastos; (2) Diferentes
regides do gene tem diferentes niveis de variabilidade, que variam a partir de regides
altamente conservadas que sdo muito semelhantes em todos 0s organismos a outras regides
que sdo altamente variaveis e diferem muito entre os organismos distantemente relacionados.
Ambas regides sdo necessarias. As regifes altamente conservadas sdo muito Uteis para
encontrar os genes 16S rRNA em diferentes amostras, e por isso, as regides conservadas da
molécula 16S rRNA servem como alvo para os iniciadores de PCR. Varios conjuntos de
iniciadores universais estdo disponiveis para estas regides; enquanto as regides variaveis sao

essenciais para distinguir um grupo microbiano de outro; (3) filogenias derivadas do gene 16S
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rRNA confirmam filogenias derivadas de outros genes, e sdo, portanto, adequadas para
representar a histéria evolutiva (KIRCHMAN, 2012).

Considerando que o Conceito Biologico de Espécies ndo se aplica aos
microrganismos com reproducao assexuada, como bactérias e leveduras; e que este estudo ndo
estd enderecado a reconstruir as relacBes filogenéticas e a histdria evolutiva das espécies de
microrganismo, o Conceito Filogenético de Espécies também ndo se aplica a abordagem aqui
utilizada para a producéo de resultados. Entéo, sera utilizado o Conceito Fenético de Espécie,
enderecado para a diferenciacdo taxonémica de microrganismos associados a An. darlingi em
uma dada regido da Amazonia. Ou seja, 0 conceito de espécie adotado nesta tese tem um
significado operacional e ndo necessariamente bioldgico, ndo sendo possivel fazer inferéncias
de processos evolutivos. Para estas medidas sdo utilizadas informacdes de genes conservados,
gue quando usados para discriminacdo de bactérias (como 16S, 23S rRNA, subunidades da
ATPase, fatores de elongacdo, genes de RNA polimerases) mostram alto grau de
correnpondéncia quando analisados entre si (KIRCHMAN, 2012; MCARTHUR, 2006;
ROSSELLO-MORA, 2012).

Aplicacdes similares vem sendo amplamente utilizadas nos ultimos anos e os bancos
de dados estéo ficando cada vez mais informativos e robustos, aumentando a chance de atingir
os resultados esperados nas buscas por homologias. Por outro lado, a utilizagdo dessas
sequéncias pode enfrentar problemas principalmente por poderem ser comparadas com
sequéncias associadas a taxonomia incorreta. Pois o deposito das sequéncias em alguns
bancos de dados, como Genbank, séo realizados pelo préprio usuario, sem grandes exigéncias
ou curadoria (ROSSELLO-MORA, 2012; YARZA et al., 2010).

Para minimizar esses problemas, banco de dados especializados em determinados
grupos taxonémicos vem sendo criados com maiores critérios para minimizar este problema.
Para bactérias por exemplo recomenda-se a utilizacdo do Ribosomal Database Project (RDP;
http://rdp. cme.msu.edu/) (COLE et al., 2009, 2014); SILVA RNA database project
(http://www.arb-silva.de) e Greengenes database project (http://greengenes.lbl.gov/)
(DESANTIS et al., 2006).

No caso de microrganismos associados a insetos vetores de doengas, a identificagdo
molecular vem sendo realizada com o intuito de conhecer esta diversidade bacteriana. Este
conhecimento pode ser Util para prospectar ferramentas de intervengdes nos ciclos das
doencas utilizando estes microrganismos.

Um repositorio importante para informacdo sobre a identificacdo e taxonomia de

bactérias é o Bergey’s Manual. Primeiramente produzido por um comité presidido por David
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H. Bergey, o manual foi publicado pela primeira vez em 1923 pela Society of American
Bacteriologists, agora chamada de American Society for Microbiology (KIRCHMAN, 2012).
O manual teve varias atualizacGes, principalmente apds o incremento das identificacOes
moleculares e atualmente chama-se Bergey's Manual of Systematics of Archaea and Bacteria
(BMSAB). A edicdo de 2015, é considerada a descri¢cdo mais completa e oficial da diversidade
de bactérias e archaeas. Pela primeira vez disponivel on-line, esta edicdo oferece descricdes
da taxonomia, sistematica, ecologia, fisiologia e outras propriedades bioldgicas de todos os
taxa procariotos descritos até a data da publicacéo.

Nas primeiras edi¢des do Bergey’s Manual, as bactérias eram agrupadas de acordo
com a morfologia (bastonete, cocos), as reagdes de coloracdo, a presenca de endosporos e
outras caracteristicas. Embora esse sistema tenha uso pratico, os microbiologistas tinham
consciéncia de que existiam limitagdes, como se morcegos e passaros fossem agrupados
juntos pelo fato de terem asas. O conhecimento das bactérias em nivel molecular se expandiu
a tal ponto que, agora, foi possivel basear a Gltima edicdo do Bergey’s Manual em um sistema
filogenético, tomando por base o Conceito Fenético de Espécies. Alguns microbiologistas
acharam essa mudanca perturbadora, mas ela reflete diferencas importantes. Essas diferencas
séo principalmente no RNA ribossémico (rRNA) dos microrganismos, que varia lentamente e
realiza as mesmas fungdes em todos os organismos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Uma outra ferramenta para a taxonomia microbiana € MLSA (Multilocus sequence
analysis). Esta abordagem baseia-se na utilizacdo de diversas sequéncias completas ou
parciais de genes housekeeping, concatenados num Gnico seguimento, que sdo globalmente
analisadas para o conjunto de estirpes em estudo. A recomendagdo original para fins
taxonémicos foi 0 uso de cinco sequéncias completas ou 10 sequéncias parciais, um evento
que ocorre raramente. Mas a principal dificuldade que um cientista pode enfrentar utilizando
este metodo € a construcdo de uma base de dados adequada para os seus calculos. Apesar de
algumas excecdes, os pesquisadores precisam mergulhar em repositérios pablicos, a fim de
selecionar os diferentes genes para serem usados (ROSSELLO-MORA, 2012). Assim, muitos
ecologistas microbianos evitam o uso de "espécie” e em vez disso usam outros termos que
podem ser definidas operacionalmente pelo investigador. Os termos incluem ribétipo,
phylotype e unidade taxondmica operacional (OTU). Usualmente estes termos sdo usados para
descrever organismos com sequéncias de rRNA 16S que sdo >97% semelhantes
(KIRCHMAN, 2012; ROSSELLO-MORA, 2012). Microbiologistas arbitrariamente
consideram que duas bactérias sdo da mesma espécie se os seus genes 16S rRNA sdo >97%
idénticos (ROSSELLO-MORA, 2012).
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Este corte de >97% ¢ baseado em dados que comparam a semelhanga de 16S rRNA
contra hibridacdo DNA-DNA para bactérias em culturas puras. A hibridacgdo DNA-DNA é
expressa como uma porcentagem da quantidade do genoma de um organismo que hibrida ou
liga-se ao genoma de um outro organismo. Alguns dos dados sugerem que dois organismos
pertencem a uma mesma espécie, se a sua hibridagdo DNA-DNA for de pelo menos 70%.
Este nivel de 70% corresponde com o limiar de 97% nos dados de 16S rRNA. Porém existem
problemas com este limiar. Dois organismos podem ter sequéncias de 16S rRNA que nao séo
>97% idénticos e ndo pertencem a mesma especie. O problema é que dois organismos que
partilham >97% 16S rRNA genes idénticos podem ou ndo podem pertencer & mesma espécie.
Um exemplo s&o os ec6tipos da cianobactéria Prochlorococcus. Outro exemplo sdo 0s genes
16S rRNA de trés espécies de Bacillus (B. anthracis, B. thuringiensis e B. subtilis) sdo> 99%
idénticos, ainda assim, caracteristicas de sua fisiologia sdo muito diferentes, razbes pelas
quais elas séo tratadas como espécies separadas (KIRCHMAN, 2012). H& ainda autores que
sugerem valores de corte na identidade do gene 16S rRNA para Varios niveis taxonémicos.
(Tabela 1).

Tabela 1 — Determinagdo da hierarquia taxonémica de acordo com a similaridade de sequéncias 16S

rRNA
HIERARQUIA IDENTIDADE
TAXONOMICA

Cepalestirpe >97%
Espécie 97-99%

Género >95%

Familia >90%

Ordem >84%

Classe >78%

Filo >75%

Fonte: (KIRCHMAN, 2012; KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2007).

Com a reducdo de custos de sequenciamento e o grande aumento na obtencdo de
informacdes de alto rendimento para a geracdo de bancos de dados interativos, a identificagéo
molecular é o método que vem sendo implementado, permitindo assim, uma aceleracdo no
processo de classificacdo da taxonomia procariotica. Segundo Rossell6-Médra (2012) o
gargalo na classificagdo de organismos provavelmente serd o desenvolvimento de condicdes
de cultura que permitam o isolamento da diversidade (ROSSELLO-MORA, 2012).
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Para leveduras, assim como para outros fungos, as regras para a taxomomia
obedecem ao Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica (KURTZMAN; FELL, 1998).
Leveduras tém grande importancia na saude publica, na industria e agricultura e ainda seu
relevante papel ecolégico como decompositores (BEGON; HARPER; TOWNSEND, 2006a;
KURTZMAN; FELL, 1998; RICKLEFS, 2010).

Existem véarios métodos para a identificacdo de leveduras que foram padronizados
desde a publicacdo de Wickerham (1951). Os detalhes, no entanto, podem variar de um
laboratdrio para outro (KURTZMAN; FELL, 1998). O método convencional de Wickerham é
baseado em testes para verificar a assimilacdo e a fermentacéo de diferentes compostos. Os
ensaios de assimilacdo sdo para determinar a capacidade de utilizar substratos como a Unica
fonte de carbono (por exemplo, sacarose). Este método é uma ferramenta poderosa e foi
utilizado para a caracterizacdo da taxonomia de leveduras. Porém, todo o processo para a
identificacdo € longo e arduo e podem demorar até 4 semanas. Este "padrdo ouro™ é
inadequado para utilizacdo em laboratdrios de rotina, no qual se processam muitas amostras, e
foi substituido por outros métodos mais praticos (PINCUS; ORENGA; CHATELLIER,
2007).

Alguns testes rapidos de identificacdo foram desenvolvidos para amostras clinicas,
como para Candida sp. Outros métodos baseados em compostos cromogénicos de primeira e
segunda geracdo também foram desenvolvidos. Porém, funcionam bem com a maioria dos
isolados de levedura clinicas, que pertencem a relativamente poucas espécies, mas para
isolados incomuns ha potencial para erros de identificacdo sem um teste mais abrangente
(PINCUS; ORENGA; CHATELLIER, 2007).

A biologia molecular tem proporcionado novas ferramentas para mic6logos
taxonomistas e as técnicas de PCR e sequenciamento de genes relevantes fornecem uma
identificacdo rapida e precisa de um grande nimero de leveduras. Atualmente, novas espécies
ndo podem ser descritas sem a andlise de algumas sequéncias nucleotidicas, uma vez que
proporcionam uma separacdo mais objetiva de géneros e espécies do que por testes
fenotipicos (PINCUS; ORENGA; CHATELLIER, 2007). Ademais, a partir de comparacdes
de sequéncias de genes, estirpes que representam novas espécies sdo geralmente reconhecidas.
No entanto, alguns autores argumentam contra a descri¢do de uma nova espécie com base em
uma Unica cepa. O argumento é que uma unica estirpe ndo reflete a variacdo genética que
pode ser encontrada em uma espécie, e que pouco pode ser aprendido da ecologia de uma
espécie quando apenas uma Unica estirpe estd disponivel (KURTZMAN; FELL;
BOEKHOUT, 2011).
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A identificacdo das leveduras baseado em genes ribossomais tem ganhado destaque
nos ultimos anos e sdo 0s alvos mais populares para os ensaios baseados em PCR. As
subunidades do DNA ribossomal (rRNA) contém dominios altamente conservados separados
por dominios mais variaveis que exibem sequéncias especificas de espécies, tornando-os um
alvo de escolha para desenhar iniciadores universais para PCR ou iniciadores para géneros
especificos ou espécies (KURTZMAN; FELL, 1998; PINCUS; ORENGA; CHATELLIER,
2007).

A regido rRNA consiste em genes que codificam para as subunidades pequenas (18S,
5.8S) e subunidades grandes (26S) do DNA ribossomal, separadas pelos espacadores
transcritos internos nomeados ITS1 e ITS2. Além disso, rRNA estd presente em mdaltiplas
copias no genoma de leveduras. Um alvo de multiplas copias devera conduzir a um ensaio
baseado em PCR mais sensivel do que a PCR com alvo de cdpia Unica. Além disso, DNAs
ribossomais sdo as sequéncias de DNA de fungos mais frequentes disponiveis nos bancos de
dados publicos, tornando mais féacil para as pesquisas de homologia de sequéncia. Varios
iniciadores universais de fungos foram concebidos e utilizados nas subunidades 18S, 5.8S ou
na regido do rRNA 26S, bem como nas regides ITS1 e ITS2 (CIARDO et al., 2010; FERRER
etal., 2001; MANTER; VIVANCO, 2007; RICCI et al., 2011), pois estas representam regides
altamente conservadas.

Ao longo das ultimas décadas a grande subunidade (LSU) do rRNA 26S (dominio
D1/D2) tornou-se o alvo de escolha para anéalises de sequéncias de leveduras (KURTZMAN,
2014). Kurtzman e Robnett (1997) demonstraram que 0 sequenciamento de uma regido
variavel de 600 nucledtidos (D1/D2) permite uma separagdo confidvel de uma vasta gama de
espécies de leveduras clinicamente relevantes (KURTZMAN; ROBNETT, 1998; PINCUS;
ORENGA; CHATELLIER, 2007). Este achado foi ainda confirmado por sequenciamento do
dominio D1/D2 em ascomicetos e espécies de leveduras basidiomicéticas e fungos yeast-like
(FELL et al., 2000; KURTZMAN; ROBNETT, 1997, 1998; SCORZETTI et al., 2002). Estes
estudos aumentam a cada dia e incrementam consideravelmente o nimero de sequéncias de
dominio D1/D2 disponiveis em bases de dados (FERREIRA et al., 2010; KURTZMAN,
2014).

As andlises moleculares tém contribuido de forma destacada para o sistema de
classificacdo. A deteccdo, identificacdo e classificacdo de leveduras sofreram uma grande
transformac&o na ultima década e meia, apos a aplicacdo de analises de sequéncias de genes e
comparagdes de genomas. O desenvolvimento de bancos de dados de sequéncias de genes que

séo facilmente determinados, como os dominios D1/D2 da subunidade grande do rRNA, 26S,
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e do espacador transcrito interno (ITS) permite agora que muitos laboratdrios identifiqguem as
espécies com precisdo, e isso levou a uma duplicagdo do numero de espécies conhecidas de
leveduras durante a ultima década. A analise filogenética de sequéncias de genes resultou em
uma grande revisdo da sistematica de leveduras, resultando em redefini¢des de quase todos os
géneros (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011; KURTZMAN, 2014).

3.9 ESTRATEGIAS PARA O CONTROLE DA MALARIA

Mosquiteiros, inseticidas sintéticos para o controle do vetor e medicamentos contra a
malaria sdo algumas estratégias empregadas para o controle da doenca. Mas o controle de
vetores € atualmente a principal forma para prevenir e reduzir a transmissao da malaria. Duas
formas de controle de vetores sdo eficazes em uma ampla gama de circunstancias:
mosquiteiros tratados com inseticida (MTI) e pulverizagéo residual interna (IRS) (WORLD
HEALTH ORGANIZATION et al., 2015). Porém, existem duas grandes preocupacgdes, 0
problema da resisténcia do Plasmodium as drogas empregadas no tratamento da doenca e
resisténcia dos mosquitos aos inseticidas utilizados. Em muitos paises, 0 progresso no
controle da maléria esta ameacado pelo rapido desenvolvimento e disseminacao de resisténcia
as drogas antimalaricas. Até a data, a resisténcia de P. falciparum & artemisinina - o principal
componente dos melhores medicamentos antimaléricos disponiveis - foi detectado em 5
paises da sub-regido do Grande Mekong (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Para P. vivax, pelo menos um caso de resisténcia a cloroquina foi confirmado em 10
paises: Bolivia, Brasil, Etidpia, Indonésia, Malasia, Myanmar, Papua Nova Guiné, Peru, llhas
Salomdo e Tailandia. A resisténcia dos mosquitos aos inseticidas é outra preocupacdo
crescente. Desde 2010, 60 dos 78 paises que monitoram a resisténcia aos inseticidas relataram
resisténcia dos mosquitos a pelo menos um inseticida usado em redes e borrifacdo
intradomiciliar; Desses, 49 relataram resisténcia a duas ou mais classes de insecticidas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION et al., 2015).

Ademais, pesquisadores se esforcam no desenvolvimento de uma vacina eficaz
contra malaria (ARAMA; TROYE-BLOMBERG, 2014; SCHWARTZ et al., 2012) e em 2015
foi divulgada a primeira vacina contra a malaria que obteve um parecer cientifico positivo da
Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA). Foi recomendada a implementacdo piloto da
vacina RTS, S em trés a cinco regibes na Africa subsaariana. A OMS adotou estas
recomendacgdes e apoia veementemente a necessidade de prosseguir com os testes pilotos

como 0 proxXimo passo para a primeira vacina contra a malaria do mundo. A RTS, S € uma
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vacina com eficacia parcial, mas quando combinada com outras ferramentas no arsenal de
controle da malaria, pode ter um grande impacto. A RTS, S foi desenvolvida através de uma
parceria entre a GlaxoSmithKline Biologicals (GSK) e a PATH Malaria Vaccine Initiative
(MVI), com o apoio da Fundacdo Bill & Melinda Gates e de uma rede de centros de
investigacdo africanos. O teste clinico de RTS, S é de pelo menos 5 a 10 anos a frente de
outras vacinas candidatas contra a malaria. Mais de 20 outras candidatas a vacinas contra a
maldria estdo atualmente sob avaliagdo em ensaios clinicos ou estdo em desenvolvimento pré-
clinico avancado (WHO, 2016b). No entanto, a RTS, S é uma vacina contra malaria por P.
falciparum, o parasita mais frequente na Africa e, portanto, ndo é eficaz contra a malaria
amazonica.

Em linhas gerais, o atual esforco para o controle da malaria é centrado no
desenvolvimento de produtos e processos existentes (por exemplo, as drogas e a distribuicdo
de mosquiteiros) para reduzir a morbidade e mortalidade por maléria. No entanto, é aceito que
a erradicacdo ndo sera alcangada com as ferramentas atuais (MALERA, 2011). Estratégias
baseadas em microrganismos estdo ganhando for¢ca como um meio alternativo para controlar
doencas transmitidas por vetores, pois 0S microrganismos possuem Varias propriedades
desejaveis para a aplicacdo de estratégias de controle, particularmente, a capacidade de
disseminacao através de populacdes vetoriais (SALDANA; HEGDE; HUGHES, 2017).

3.10 POTENCIAL DA PARATRANSGENESE PARA O CONTROLE DE DOENCAS
TRANSMITIDAS POR INSETOS, ESPECIALMENTE MALARIA

Abordagens com modificacBes genéticas de bactérias isoladas de mosquitos para
entregar moléculas anti-Plasmodium tém se destacado (BISI; LAMPE, 2011; BONGIO;
LAMPE, 2015; WANG et al., 2012). Outros estudos mostraram que Anopheles com uma rica
microbiota parecem ser mais resistentes a infecgbes por Plasmodium e,
complementariamente, que certas bactérias (p.ex. Enterobacter sp. (Esp_Z)) inibem
parcialmente ou totalmente a formacdo de oocineto, oocisto e de esporozoitos (DONG;
MANFREDINI; DIMOPOULQS, 2009; CIRIMOTICHL, et al., 2011), ficando claramente
demonstrado que enterobactérias presentes em populacdes de Anopheles tem uma grande
influéncia sobre a transmissdo do parasita (BOISSIERE et al., 2012).

A despeito de todas as estratégias descritas, o estudo da microbiota no trato
digestorio de Anopheles pode ser crucial para o desenvolvimento de frentes alternativas de

combate a maléria e outras doencas transmitidas por insetos. No intestino desses insetos
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podem co-habitar diferentes bactérias e o Plasmodium, agente causador da maléria. Tais
estudos buscam entender se a microbiota desses mosquitos esta relacionada ao gargalo
populacional (de oocinetos para oocistos) que ocorre na etapa do ciclo de desenvolvimento do
Plasmodium no intestino do mosquito vetor. Existem autores que acreditam que ao se
conhecer 0s microrganismos que interagem com o Plasmodium neste habitat, talvez, seja
possivel interferir no ciclo de malaria dentro do intestino do mosquito. Tal interferéncia pode
ser utilizada como estratégia para bloguear a transmissdo do parasita utilizando a técnica de
paratransgénese, i.e., a manipulacdo genética de simbiontes intestinais (Riehle e Jacobs-
Lorena 2005) com objetivo expressar moléculas antiparasitarias que exercam uma acéao direta
no parasita.

O conhecimento acerca dos microrganismos que interagem com o Plasmodium em
seu habitat pode ser explorado para bloquear a transmissao de malaria dentro do intestino do
mosquito Anopheles. Por exemplo, modificacbes genéticas nas bactérias isoladas dos
mosquitos para entregar moléculas anti-Plasmodium tém sido investigadas (BISI; LAMPE,
2011; BONGIO; LAMPE, 2015; WANG et al., 2012).

Wang et al. (2012) relataram a presenca de bactérias simbi6ticas, tal como Pantoea
agglomerans no lumen do intestino médio. Estas bactérias foram modificadas geneticamente
para produzir proteinas efetoras anti-Plasmodium que tornam o mosquito hospedeiro
refratario a infeccdo de maléria. Esses autores também relataram que linhagens engenheiradas
de P. agglomerans foram capazes de inibir o desenvolvimento de Plasmodium falciparum em
até 98% (WANG et al., 2012).

Os trabalhos publicados por Ricci e colaboradores (2011a, 2011b, 2012) chamaram a
atencdo para o uso potencial de leveduras engenheiradas no controle de doencas transmitidas
por insetos, como a malaria. Alguns exemplos encontrados na literatura sobre espécies de
leveduras associadas a esses insetos sdao W.anomalus (P. anomala) (RICCI et al., 2011),
Pichia caribbica (Gusmao et al., 2007) e P. guilliermondii (Gusméo et al., 2010; Ricci et al.,
2011; Ricci et al., 2012). A levedura W. anomalus foi considerada candidatas a
paratransgénese e pode futuramente ser utilizada para interferir no ciclo da malaria dentro do
mosquito vetor (RICCI et al.,, 2011, 2012b, 2014). Argumenta-se que o0 isolamento e
identificacdo de leveduras, assim como a caracterizacdo de suas propriedades devem ser
encorajados. Pois esses microrganismos podem ser utilizados como um sistema eucarioto de
expressdo heteréloga. Uma grande vantagem de leveduras em relacdo aos sistemas de
expressdo em bactérias € o potencial de realizar muitas das modificacdes pos-traducionais

tipicamente associados com eucariotos, tais como o processamento de sequéncias de sinal,
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dobramentos, formac&o de ponte dissulfeto, certos tipos de adi¢do de lipideos, e a glicosilacéo
O e N-ligada (CREGG et al., 2000). Assim, as proteinas eucaridticas sao mais susceptiveis de
ser corretamente processadas, dobradas e montadas em moléculas funcionais quando
sintetizadas numa levedura (CREGG, 2007).

H4&, também, grupos de pesquisas que desenvolvem estudos de paratransgénese para
o controle da maléria com fungos filamentosos (RASGON, 2011) e virus (REN; HOICZYK;
RASGON, 2008). No entanto, esforcos concentraram-se na manipulacdo de bactérias
(BEARD; CORDON-ROSALES; DURVASULA, 2002; WANG et al., 2012).

Os critérios para a realizacdo de paratransgénese divergem entre autores. Wang e
Jacobs—Lorena (2013) citam cinco condic¢Bes bésicas para realizacdo de paratransgénese: (i)
Relacdo simbiotica estavel entre microrganismo e vetor; (ii) Microrganismo simbionte que
possa ser cultivado in vitro e manipulado geneticamente; (iii) O produto do gene efetor ndo
deve prejudicar o simbionte e a capacidade de sobrevivéncia e reproducdo do vetor; (iv) O
produto do gene efetor deve ser secretado para assegurar a interagdo com o patégeno alvo; (v)
Uma maneira eficiente de introduzir o simbionte engenheirado a campo deve ser idealizado
(WANG; JACOBS-LORENA, 2013). Por sua vez, Wilke e Marelli (2015) citam quatro
condicdes bésicas para realizagdo de paratrangenese: (i) E necessario que exista uma molécula
efetora que realize o efeito desejado; (ii) Um mecanismo para expor ou secretar a molécula
efetora; (iii) Uma bactéria que possa sobreviver no mosquito tempo suficiente para produzir a
quantidade esperada de moléculas efetoras e assim alcancar o efeito desejado no mosquito;
(iv) Identificacdo de uma bactéria adequada que ndo seja patogénica a humanos e animais
(WILKE; MARRELLI, 2015). Apesar das divergéncias, 0s objetivos s&0 0s mesmos, i.e.,
obter uma estratégia eficaz que auxilie no controle das doencas transmitidas por insetos.

Quando comparada aos mosquitos modificados geneticamente, a paratransgénese
pode ser observada como uma técnica mais flexivel. Pois as moléculas efetoras (e.g.
peptideos) e o microrganismo simbidtico (bactéria ou levedura) podem ser substituidos se o
resultado esperado nao for atingido. Além disso, a transgenia de mosquitos enfrenta entraves
guando se pensa na disseminacdo dos transgénicos a campo, como a existéncia de subespécies
e diferentes populacfes. Tais condigdes podem dificultar a passagem da informacao genetica
efetora para as proximas geragdes (WILKE; MARRELLI, 2015). Outra vantagem da
paratransgénese foi apresentada por Wang e colaboradores (2012), eles argumentaram que a
méaxima efetividade do blogueio do parasita devera ser obtida quando as moléculas efetoras
forem secretadas do microrganismo engenheirado para o lamem intestinal, permitindo a

difusdo das moléculas para o parasita ou alvos no intestino médio do inseto. Os parasitas da
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malaria (GHOSH et al., 2011) e da leishmaniose (RAMALHO-ORTIGAO et al., 2010) séo
exemplos cuja interagdo ligante-receptor é essencial para o parasita atingir um estagio
infeccioso ao hospedeiro vertebrado.

Em referéncia a aplicacao da técnica de paratransgénese, ha um projeto em destaque,
ndo esta relacionado a maléria, mas a outra doenca parasitéria, a doenca de Chagas. Houve a
inibicdo de Trypanosoma cruzi por bactérias Rhodococcus rhodnii, simbiontes do intestino do
hospedeiro Rhodnius prolixus, que foram genéticamente modificadas (BEARD; CORDON-
ROSALES; DURVASULA, 2002). Neste sistema, a Cecropina A e um anticorpo de cadeia
simples foram expressos em R. rhodnii e ambos os peptideos exibiram atividade inibitoria
eficaz contra T. cruzi in vivo (DURVASULA et al.,, 1997, 1999). Além disso, foi
desenvolvido um método para a dispersdo dos simbiontes recombinantes em populacdes
naturais do inseto hospedeiro. Na qual, ninfas de R. prolixus adquirem R. rhodnii simbidticas
sondando as fezes contaminada de adultos. Este comportamento alimentar (coprofagia) foi
explorado pela adi¢do dos simbiontes geneticamente modificados em uma pasta sintética
chamada CRUZIGARD, que foi dispersa como goticulas no meio ambiente. A adicdo de uma
pequena quantidade de sulfato de amonio na pasta, simulando fezes naturais de R. prolixus
estimulou a alimentagdo de ninfas de R. prolixus (DURVASULA et al., 1997).

Apesar desse progresso, a avaliagdo e gerenciamento de risco ambientais séo desafios
inerentes associados a libertacdo de organismos geneticamente modificados. Néo esté claro se
simbiontes transformados podem substituir os ndo transformados em populacdes de insetos
naturais, embora tenha sido relatado ndo haver déficits de fitness devido a modificacdo
genética dos simbiontes a partir de experimentos de laboratério. Outros desafios sdo: a
instabilidade do DNA introduzido nas bactérias e se os simbiontes de alguns insetos serdo
transformados eficientemente.

Outro trabalho que merece destaque é o estudo piloto de semi-campo de Mancini e
colaboradores (2016) com paratransgénese para controlar vetores da malaria (MANCINI et
al., 2016). Os autores utilizaram bactéria do género Asaia expressando GFP (Green
Fluorescent protein) para serem dispersas por mosquitos An. stephensi e An. gambiae em
condi¢Bes controladas. As bactérias foram detectadas nos mosquitos diretamente por
microscopia de fluorescéncia e analises moleculares. Além disso, em An. gambiae uma
transmisséo vertical das bactérias fluorescentes foi demonstrada. Os dados obtidos confirmam
o0 potencial para empregar Asaia transgénica como uma ferramenta para o controle da maléria,
ampliando uma perspectiva promissora para a sua aplicagio no campo com moléculas
efetoras adequadas (MANCINI et al., 2016).
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Existe, portanto, a necessidade de descrever a microbiota associada ao intestino desse
anofelino brasileiro para o registro de espécies de microrganismos, assim como a necessidade
de caracteriza-los para identificar potenciais candidatos a paratransgénese (VILLEGAS;
PIMENTA, 2014). Enfim, a descri¢cdo da riqueza de espécies de microrganismos cultivaveis
associados a An. darlingi na regido Amazonica € a base para o desenvolvimento de

paratransgénese, uma solugdo biotecnoldgica para o controle da Malaria no Brasil.
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4 METODOS
4.1 COLETA E TRIAGEM DOS MOSQUITOS

A coleta das fémeas dos mosquitos An. darlingi foi realizada através da atracdo
humana protegida utilizando aspiradores manuais (capturador de Castro). As capturas
ocorreram em locais habituais para a coleta, em oito datas diferentes (Tabelas 2 e 3), de
acordo com a disponibilidade da equipe técnica responsavel pelas coletas. Os mosquitos, apds
capturados, foram transferidos diretamente para gaiolas de transporte, as quais foram
dispostas em caixas térmicas cobertas com sacos de polietileno e recortes de tecido
umedecido com agua para manter temperatura e umidade relativa durante o transporte até o
laboratério. No Laboratério de Entomologia da Fiocruz Rond6nia, os mosquitos foram
identificados utilizando caracteristicas morfol6gicas descritas em chave dicotdbmica de
identificacdo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Tabela 2 - Data e local de coletas de fémeas de Anopheles darlingi capturadas na regiéo rural de Porto
Velho, Rondbnia, Brasil, utilizadas para o isolamento de bactérias cultivaveis associadas a essa espécie de

mosquito.
Data Local Coordenadas Numero de mosquitos
Geograficas coletados
05/09/2014 Rio Candeias 08°48'56.8"" S 10
63°42°4.2° W
29/09/2014 Sitio 08°3800.3" S 20
63°55'51.9” W
08/10/2014 Sitio 08°3800.3" S 10
63°55'51.9” W
15/10/2014 Sitio 08°3800.3" S 10
63°55'51.9” W
03/11/2014 Sitio 08°38°00.3" S 10
63°55'51.9” W
Total - - 60

Tabela 3- Data e local de coletas de fémeas de Anopheles darlingi capturadas na regido rural de Porto
Velho, Ronddnia, Brasil, utilizadas para o isolamento de leveduras cultivaveis associadas a essa espécie de

mosquito
Data Local Coordenadas Numero de mosquitos
Geogréficas coletados
22/ 08/ 2013 Rio Candeias 08°48'56.8"" S 20
63°42°4.2° W
23/ 09/ 2014 Sitio 08°38°00.3" S 20
63°55'51.9” W
03/11/2014 Sitio 08°38°00.3" S 10
63°55'51.9” W
26/01/2015 Sitio 08°3800.3" S 10
63°55'51.9” W
Total - 60
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4.2 AMOSTRAGEM E TRIAGEM DAS BACTERIAS E DAS LEVEDURAS

A obtencdo das bactérias e das leveduras contidas nas fezes dos mosquitos
capturados foi realizada utilizando gaiolas desenvolvidas especificamente para este
experimento (Figura 8). Pela inexisténcia de métodos para coletar bactérias e leveduras
contidas nas fezes de mosquitos foi desenvolvido um método para atingir tal objetivo
(ARRUDA et al., 2017). Destaca-se que, desde a captura até o laborat6rio, 0s mosquitos ndo

receberam nenhuma alimentacao ou repasto sanguineo.

Figura 8 - Dispositivo para coleta de fezes de mosquitos

(A) Vista frontal do dispositivo montado. 1. Compartimento superior para o fornecimento de alimentos; 2.
Médio compartimento para conter mosquitos; 3. Abaixe Compartimento para coleta de fezes de mosquito.
(B) Vista superior do dispositivo desmontado (ARRUDA et al., 2017).
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Os dispositivos para a coleta de microrganismos contidos nas fezes de mosquitos
foram previamente higienizados com agua e sabao neutro, enxaguado com &gua destilada e
depois lavou-se com etanol a 70%. Em seguida, o dispositivo foi mantido dentro de um
gabinete de seguranca microbioldgico, exposto a luz ultravioleta por uma hora, sendo girado
em 180° apds 30 minutos. Esta higienizacdo se fez necesséria para evitar o crescimento de
microrganismos indesejaveis a finalidade do experimento. Em seguida os dispositivos foram
embalados em plastico filme até sua utilizacao.

Além disso, a esterilidade da superficie interna do dispositivo de coleta de fezes foi
verificada ap6s a limpeza e tratamento com luz ultravioleta. Trés dispostivos foram
amostrados de forma asséptica com hastes de algod&o estéril. Em seguida, as amostras foram
estriadas sobre a superficie das placas de Petri contendo meio de cultura LB agar. Essas
inoculacbes foram incubadas em aerobiose a 37 °C durante 24 horas. Nenhuma col6nia de
microrganismo foi observada em cada placa ap6s 24 horas.

Os mosquitos foram dispostos nas gaiolas especificas para coleta de fezes utilizando
capturadores de Castro a base de succdo higienizados. Em seguida, eles foram alimentados ad
libtum utilizando algodéo autoclavado embebido em sacarose 10% autoclavada.

Para isolar bactérias, as fezes dos mosquitos foram coletadas diretamente em placas
de Petri (90 mm) contendo meio de cultura Luria-Bertani agar (LB - extrato de levedura 0,5%,
triptona 1% e cloreto de sédio 1%, agar bacteriol6gico 1,5%) como descrito por Rani e
colaboradores (2009) (RANI et al., 2009).

Para isolar leveduras, as fezes dos mosquitos foram coletadas diretamente em placas
de Petri (90 mm) contendo o meio de cultura YPD com Cloranfenicol (Extrato de levedura
1%, Triptona ou Peptona 2%, Dextrose 2%, agar bacterioldgico 2%, Cloranfenicol 34
pg/mL).

Para o isolamento de bactérias foram utilizadas 15 gaiolas, trés gaiolas sem
mosquito, referente aos controles negativos, e 12 gaiolas contendo cinco mosquitos em cada,
totalizando 60 mosquitos. O mesmo delineamento foi utilizado para leveduras.

As trés gaiolas utilizadas como controle negativo ndo continha mosquitos. Assim,
para cada controle negativo foi disposta uma placa coletora contendo o meio de cultura para
coleta de microrganismos para verificar se havia crescimento de microrganismos, mesmo
apos a higienizagéo previa como descrito anteriormente.

Apbs 24 horas, as placas de Petri contendo meio de cultura e fezes de mosquitos
foram retiradas das gaiolas e transferidas para uma estufa de cultivo. As placas de Petri

coletoras contendo as fezes de mosquito em meio de cultura LB, para selecionar bactérias,
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foram incubadas a 37 °C por 24 horas (RANI et al., 2009). As placas de Petri coletoras
contendo as fezes de mosquito em meio de cultura YPD com Cloranfenicol 34 pg/mL, para
selecionar leveduras, foram incubadas a 30 °C por 48 horas.

Apds os periodos de crescimento determinados, as colonias visiveis foram analisadas
com o intuito de selecionar os microrganismos que foram coletados. Na tentativa de obter-se a
maior diversidade possivel, durante a selecdo dos microrganismos, foi priorizada a
amostragem de coldnias isoladas e com morfologia diversa (GUSMAO et al., 2010).

Foram selecionados cinco isolados de cada uma das 12 placas coletoras para
bactérias e cinco isolados a partir de cada uma das 12 placas coletoras para levedura,
totalizando 60 isolados de bactérias e 60 isolados de leveduras. As coletas dos
microrganismos foram realizadas de acordo com as datas das captura dos mosquitos (Tabelas
2 e 3). Os isolados selecionados foram repicados para novas placas de Petri contendo os
meios de cultura supracitados com o intuito de aumentar a chance de isolamento das col6nias
e assim, garantir a obtencdo de culturas puras (método de esgotamento por estrias). As
col6nias isoladas de bactérias e leveduras foram armazenadas individualmente em solucéo de

glicerol 15% na temperatura de -80 °C (Figura 9).

Figura 9 — Etapas para selecdo dos microrganismos isolados.
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Ademais, as bactérias foram identificadas com numeros ordinais e os isolados estéo
preservados em meio agar nutriente devidamente identificados na bacterioteca do Laboratorio

de Microbiologia da Fiocruz Ronddnia (Figura 10).

Figura 10 — Amostra de um isolado de bactéria a partir das fezes de fémeas de Anopheles darlingi de
campo armazenados na bacterioteca do Laboratdrio de Microbiologia da Fiocruz Rondonia

4.3 EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE BACTERIAS

O DNA gendmico das bactérias foi extraido conforme descrito no protocolo padréo
para extracdo de DNA genémico de bactérias do Laboratorio de Microbiologia Molecular da
Fiocruz Ronddnia. Cada uma das 60 coldnias de bactéria foi inoculada em 3 mL de meio LB e
cultivada sob agitacdo durante a noite. No dia seguinte, 1,5 mL de cultura bacteriana foi
coletada em tubo tipo eppendorf. A cultura foi centrifugada por 10 minutos a 12.000 rpm a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 300 pL de tampao TEN
(Tris 0,05M; EDTA 0,05M; NaCl 0,1 M). Em seguida foi adicionado 30 pL de lisozima (20
mg/mL). A mistura foi homogeneizada e incubada por 30 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente adicionou-se 50 pL de Triton X-100 10% e 20 pL de NaCl 3M. A
mistura foi novamente homogeneizada. A mistura foi aquecida a 60 °C por 5 minutos e
deixada a temperatura ambiente por 2 minutos. Foi entdo adicionado 3 pL de RNAse (10
mg/mL) e homogeneizada por inversdo do tubo. A mistura foi incubada a 37°C por 30
minutos. Foi adicionado a mistura 50 puL de SDS 10% e homogeneizado por inversao do tubo.
Em seguida adicionou-se 30 pL de proteinase K (10 mg/mL) e procedeu-se com
homogeneizacdo seguida de incubagdo a 37°C por 30 minutos. Foi adicionado 400 pL de
fenol e agitado sem vortex por 5 minutos.

A mistura foi centrifugada por 10 minutos a 12.000 rpm. A fase aquosa foi
recuperada e colocada em outro tubo tipo eppendorf de 1,5 mL. Foram adicionados 400 pL de

cloroférmio e agitado por 5 minutos sem vortex. A mistura foi centrifugada por 10 minutos a
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12.000 rpm. A fase aquosa foi recuperada e colocada em outro tubo tipo eppendorf de 1,5 mL.
Foi adicionado 40 pL de NaCl 3M e vagarosamente adicionado 1 mL de etanol 100%. A
mistura foi homogeneizada e as amostras foram estocadas a -20 °C durante a noite. No dia
seguinte, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 12.000 rpm, 4 °C. O sobrenadante
foi dispensado e o sedimento foi lavado com 1 mL de etanol 70%. As amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 12.000 rpm, 4 °C. O sobrenadante foi dispensado e o
sedimento foi seco em centrifuga a vacuo por 30 minutos. O sedimento seco foi
ressuspendido em 100 pL de tampédo TE (Tris 0,01M; EDTA 0,01M; Tris-HCI 0,01 M). As

amostras foram congeladas a -20 °C até o momento de sua utilizag&o.
4.4 EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE LEVEDURAS

O DNA cromossomal foi extraido de cada uma das 60 col6nias isoladas de leveduras
utilizando um protocolo de isolamento de DNA genémico para fungos (FERRER et al.,
2001). A partir do cultivo de cada levedura em placa de YPD &gar com Cloranfenicol foi
coletado biomassa do cultivo em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. O material foi
estocado a -20 °C durante a noite. Ao material congelado, foram adicionados 500 pL de
tampéo de lise (Tampdo de lise - 100 mL (0,5 g SDS; 1,4 g de NaCl; 0,73g de EDTA, 20 mL
Tris-HCI 1 M)) e 5 pL de 2-mercaptoethanol dentro de capela de exaustéo.

A mistura foi agitada no vortex vigorosamente e entdo incubada a 65 °C por 1 hora.
Durante a incubacdo a mistura foi agitada no vortex por 2 vezes. Posteriormente foram
adicionados 500 pL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (V:V:V 25:24:1) e, em seguida,
foram agitadas vigorosamente por 2 minutos até obter uma suspensdao homogénea. As
misturas foram entdo centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4 °C.

A fase aquosa, que fica na porcéo superior, foi transferida para outro tubo e a este foi
adicionado igual volume de isopropanol. Essa mistura ficou no freezer -20 °C durante uma
noite. No dia seguinte a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 15 minutos a 4 °C.
Descartou-se 0 sobrenadante e observou-se a formacdo de um precipitado. Em seguida o
sedimento foi lavado com alcool 70%. Novamente as amostras foram centrifugadas a 14.000
rpm por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado. O precipitado foi colocado por 10
minutos em centrifuga a vacuo para secar e o precipitado foi ressuspendido em 100 pL de
agua esteril. O material foi mantido na geladeira por 24 horas para solubilizacdo do DNA e
entdo congelado (FERRER et al., 2001).
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4.5 QUANTIFICACAO DOS DNAS GENOMICOS

A quantificacdo do DNA gendmico extraido das bactérias e das leveduras isoladas
foi realizada em espectrofotobmetro NanoDrop (Thermo Scientific) para padronizar o célculo
das dilui¢cBes das concencentragdes dos DNAs. Uma aliquota de cada um dos DNAs foi
diluida para uma concentragdo final de 10 ng/pL para a realizacdo de PCR com iniciadores
especificos para a identificacdo molecular das espécies. Os DNAs genémicos concentrados e

diluidos foram devidamente armazenados a -20 °C.
4.6 AMPLIFICAC}AO DA SEQUENCIA DE 16S rRNA DE BACTERIAS

Com o intuito de realizar a identificacdo molecular das bactérias isoladas foram
realizadas amplificacdes via PCR de uma por¢do do DNA ribossomal bacteriano. A porcdo do
gene de rRNA 16S (gene 16S do RNA da pequena subunidade ribossomal) amplificado
corresponde a um fragmento de aproximadamente 700 pares de base. Para essa amplificacdo
foram utilizados os iniciadores 16S08F (GYCCADACWCCTACGG) e 16S08R
(CACGAGCTGACGAC). Os iniciadores foram desenvolvidos pelo Professor Doutor Luiz
Shozo Ozaki da Virginia Commonwealth University (VCU), Richmond, Virginia. Estes
iniciadores foram sintetizados com sequéncias degeneradas (iniciadores degenerados)
utilizando o codigo de nucleotideos da "International Union of Pure and Applied Chemistry"
IUPAC (veja: https://www.bioinformatics.org/sms/iupac.html ). Esses iniciadores anelam nas
posi¢Oes 274-289 e 995-980 da sequéncia 16S rRNA de Escherichia coli (gbjJ01859.1)

(Figura 11) e portanto permitem amplificar um fragmento do 16S rRNA contendo as regifes

V2-V6 contendo a regido hipervariavel V4, regido considerada para estudos filogenéticos
(YANG; WANG; QIAN, 2016).

Figura 11 - Mapa das regides variaveis V1-V9 da sequéncia 16S rRNA de Escherichia coli
mostrando local do anelamento dos iniciadores utilizados

16S rRNA .
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Figura adaptada de Yang et al 2016. llustragdo das diferentes regifes variaveis do 16S rRNA. Regifes
vermelhas (v2 e v8) tem pouca resolucao filogenética. Regides verdes (v4, v5 e v6) podem ser a melhor
escolha para analises filogenéticas (Yang et al 2016). As setas em vermelho representam a localizagéo do
anelamento dos iniciadores para amplificacdo da regido variavel neste trabalho.
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As PCRs foram realizadas individualmente em um volume final de 50 pL utilizando:
0,5 UM de cada iniciador, 0,25 mM do MIX de dNTPs, 2,5mM de MgCl», 2 unidades de Taq
DNA polimerase da empresa DNA Express, 1X de tampdo de reacdo da mesma empresa e 50
ng de cada DNA genémico bacteriano isolado. A condicdo de PCR empregada foi: extensdo
inicial de 94 °C/7 minutos; 30 ciclos de 94 °C/45 segundos, a temperatura de anelamento foi
de 50°C /30 segundos, 72 °C/60 segundos; seguindo uma extensao final de 72 °C/10 minutos.
Como controle positivo para as reacdes foi utilizado DNA cromossomal de Escherichia coli
cepa EAEC 042 BUTANTA e como controle negativo foi utilizado mix da PCR sem DNA,

completando o volume do mix com agua.

4.7 AMPLIFICACAO DA SEQUENCIA D1/D2 DE 26S rRNA DE LEVEDURAS

Para realizar a identificagdo molecular dos isolados de leveduras foram realizadas
reacbes de PCR com a utilizagdo dos iniciadores: NL1L (5
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) e NL4 (5' -GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3))
(FERREIRA et al., 2010). Esses iniciadores amplificam um fragmento de aproximadamente
600 pb correspondente ao dominio D1/D2 do 26S rRNA de leveduras (Figura 12) e sdo
amplamente utilizados para essa finalidade por muitas vezes permitirem a identificacdo de

leveduras até o nivel taxonémico de espécie.

Figura 12- Mapa da regido de genes ribossomais de leveduras mostrando os locais de anelamento dos
iniciadores para amplificacdo da regido D1/D2 de 26s rRNA e da regido 1TS1-1TS2 de fungos

Regiao ITS e 26 rRNA de fungos

5 ITS 1F ITS 4 3
[==———Y —
Regiio D1/D2/D3

E— rm—
NL1 NL4

Figura adaptada da empresa MACROGEN (NDIKA, [s.d.]). llustracéo das diferentes regides do rRNA de

fungos. As setas em vermelho representam a localiza¢do do anelamento dos iniciadores nas regides ITS1 e

ITS2 (iniciadores ITS 1F e ITS4), e Regides D1/D2 ( iniciadores NL1 e NL4) utilizados neste trabalho para
amplificacdo da regido ITS e 26S rRNA de fungos.

As PCR utilizando os iniciadores NL1 e NL4 foram realizadas nas condic6es: 0,5
MM de cada iniciador, 0,2 mM do MIX de dNTPs, 1X de tampdo de reacgdo (Taq Hot Master),
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e duas unidades da enzima Hot Master Taq DNA polimerase da empresa 5 Prime. A condigéo
de PCR empregada foi: extenséo inicial de 94 °C/7 minutos; 30 ciclos de 94 °C/45 segundos,
a temperatura de anelamento foi de 55°C /30 segundos, 72 °C/60 segundos; seguindo uma

extensao final de 72 °C/10 minutos.

4.8 AMPLIFICACAO DA SEQUENCIA ITS1-ITS2 DO rRNA DE LEVEDURAS

A identificacio molecular dos isolados de leveduras foi realizada com o
sequenciamento das regides ITS entre 18S e 26S do rRNA. Para a amplificagdo do fragmento
de ITS, os iniciadores foram ITS1F (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (GARDES; BRUNS, 1993; MANTER; VIVANCO,
2007; WHITE et al., 1990). Esses iniciadores geram fragmentos de 400 a 850 pb (Figura 12).

As PCR utilizando os iniciadores ITS1F e ITS4 foram realizadas em um volume final
de 50 pL nas condicGes: 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM do MIX de dNTPs, 1X de tampé&o
de reacdo (Tag Hot Master), 1,25 unidades da enzima Hot Master Tag DNA polimerase da
empresa 5 Prime e 20 ng de DNA. A condi¢do de PCR empregada foi: extensdo inicial de 94
°C/2 minutos; 35 ciclos de 94 °C/20 segundos, a temperatura de anelamento foi de 53°C /15
segundos, 65 °C/40 segundos; seguindo uma extensdo final de 65 °C/3 minutos.

49 PURIFICACAO, QUANTIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DOS
AMPLICONS

Os amplicons obtidos para a regido 16S de bactérias e para as regides 26S e ITS de
leveduras foram purificados utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), conforme
as especificacdes do fabricante. As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro do
tipo NanoDrop (Thermo Scientific) e diluidas a 20 ng/uL em um volume final de 10 pL e
enviadas para o sequenciamento.

Foi realizado sequenciamento pelo método de Sanger em Sequenciador de DNA ABI
3730 da Life Technologies. O sequenciamento foi realizado na Plataforma Tecnoldgica de
Gendmica da Fiocruz-Subunidade RPTOLE - Sequenciamento de DNA — BH, localizada no
Instituto René Rachou, Fiocruz Minas. Todas as amostras foram sequenciadas em duplicata

ou triplicata, quando necessario.
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4.10 MONTAGEM DO DATASET

As sequéncias consenso foram montadas utilizando de 4 a 6 reads no pacote PHRED-
PHRAP-CONSED. Para esta montagem foram utilizados ao menos 2 reads com a qualidade
de base PHRED acima de 30, fator que confere a acuracia de 99,9% para base call (EWING
et al.,, 1998; EWING; GREEN, 1998). Ao final do processo foi gerada uma sequéncia
consenso para cada amplicom dos isolados. Este procedimento foi realizado com montagens
semi-automatizada das sequéncias consenso para as regides 16S rRNA (regides v3, v4, v5 e
v6) de bactérias e, também, D1/D2 do 26S rRNA e ITS de leveduras.

Para isto, em ambiente Linux, foram criadas trés estruturas de diretorios, 1 estrutura
para cada locus analisado: (1) 16S rRNA de bactérias, (2) D1/D2 do 26S rRNA de leveduras e
(3) ITS de leveduras. A partir do diretério home foram criados trés diretdrios ppc_assembly
para a execucao dos projetos da seguinte forma:
$cd
$ mkdir genome-assembly
$ cd genome-assembly

$ mkdir ppc_assembly

$ cd ppc_assembly

Posteriormente foram criados os subdiretdrios para a execucao do PPC da seguinte forma:

$ mkdir chromat_dir

$ mkdir edit_dir

$ mkdir phd_dir

Os arquivo contendo os eletroferogramas/cromatogramas foram inseridos no diretério
chromat_dir.

Para a execugdo do PPC foi necessario entrar no diretorio “edit_dir” com o seguinte comando:
$ cd../edit_dir

E para executar foi digitado o comando:

$ phedPhrap

Os alinhamentos foram visualizados com o programa Consed. Para isso 0 seguinte o comando
foi digitado:

$ consed

No programa Consed foi selecionado e aberto utilizando duplo clique o arquivo

“ppc_assembly.fasta.screen.ace.1”.

Com o programa Consed aberto foi observado o alinhamento dos 4 ou 6 reads,
dependendo se o sequenciamento foi realizado em duplicata ou triplicata. As regides que

continham reads com nucleotideos com qualidade de phred abaixo de 30 foram eliminadas.
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Para isso foram observadas as cores claras na escara de cinza das bases, caracteres em caixa
alta, o valor de phred que é mostrado para cada base e principalmente os picos do
cromatograma, que foram abertos, para decisao de exclusdo das bases.

Foram aceitas para montagem da sequéncia consenso regides que apresentaram pelo
menos 2 reads com qualidade phred acima de 30 para cada base nucleotidica. As sequéncias
consenso contendo apenas reads com qualidade foram salvas uma a uma para cada isolado de
bactéria e cada marcador dos isolados de leveduras (26S e ITS).

Utilizando o pacote phred-phrap-consed ndo foi possivel realizar a montagem da
sequéncia consenso de forma semi-automatizada para regido D1/D2 do 26S rRNA da
levedura 46. Logo, foi utilizada outra estratégia para a montagem da sequéncia consenso da
regido. Para a montagem da sequéncia consenso desses fragmentos foram realizadas analises
dos 4 cromatogramas gerados pelo sequenciamento de Sanger, utilizando o software Chromas
versdo 2.6.5 (https://technelysium.com.au/wp/chromas/). As sequéncias que apresentaram
picos com baixa qualidade foram mascaradas (excluidas da analise) e apenas os fragmentos
das sequéncias que apresentaram qualidade satisfatoria (picos altos e Unicos) foram salvas em
formato fasta. Essas sequéncias nucleotidicas, com qualidade satisfatéria, em formato fasta
foram alinhadas utilizando o programa para alinhamentos MUSCLE (EDGAR, 2004) na
plataforma do Software MEGA7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). A partir do
alinhamento das sequéncias foi montada uma sequéncia consenso para a regido amplificada.
A sequéncia consenso para regido 26S da levedura 46 foi salva em formato fasta e reunida ao
dataset.

Foram realizadas edicOes nas sequéncias consenso dos amplificados da regido D1/D2
do 26S rRNA e ITS dos isolados leveduriformes, retirando regides de anelamento dos

iniciadores e nucleotideos que apresentaram baixa qualidade nos cromatogramas.
4.11 CLASSIFICACAO TAXONOMICA MOLECULAR

As sequéncias consenso, em formato fasta, foram utilizadas para fazer um
alinhamento global utilizando o software BLASTN (http:// blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi)
com o intuito de encontrar regides de similaridades entre as sequéncias consenso geradas e
regides de sequéncias biologicas depositadas no banco de dados NCBI (“National Centre for
Biotechnology Information”). Para a busca de similaridades foi utilizado o banco de dados
“Reference RNA Sequence - refseq rna” (NCBI Transcript Reference Sequences) e o
software BLASTN 2.7.0 (ZHANG, ZHENG; SCHWARTZ, SCOTT; WAGNER, LUKAS;
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MILLER, 2000) na opgdo Megablast, uma opg¢do para otimizar a busca por sequéncias
altamente similares. O software BLASTN calcula a significancia estatistica dos resultados e
pode ser usado para inferir relacGes funcionais e evolutivas entre sequéncias, bem como
ajudar a identificar os membros de familias de genes.

Os resultados dos alinhamentos realizados no programa BLASTN tiveram os valores
de cobertura e identidade observados para auxiliar na escolha dos taxa mais similares.
Alinhamentos com cobertura e identidade acima de 97 % foram considerados e anotados. Para
busca de similaridades foram utilizados os bancos de dados: MycoBank
(http://www.mycobank.org/), BOLDSYSTEM
(http://www.barcodinglife.com/index.php/IDS_OpenldEngine), e Polyphasic identification
CBS-KNAW Collections

(http://www.westerdijkinstitute.nl/Collections/BiolomicsID.aspx?ldentScenario=Yeast20111).

Foram utilizados os classificadores taxonémicos RDP Classifier (WANG et al., 2007) e
Segmatch RDP (https://rdp.cme.msu.edu/segmatch/segmatch_intro.jsp), além do SILVA high
quality ribosomal databases (SINA 1.2.11 on line) (PRUESSE et al., 2007; QUAST et al.,
2013).

4.12 ATRIBUICAO TAXONOMICA DOS ISOLADOS DE BACTERIAS

As atribuicdes taxonémicas foram dadas a cada isolado utilizando duas abordagens
distintas. Em primeiro lugar, determinando-se as identidades de todas as sequéncias utilizando
classificadores taxonémicos descritos no item 4.12. Em segundo lugar, uma arvore
filogenética foi construida contendo sequéncias representativas dos isolados e "sequéncias
com as quais o isolado apresentou maior similaridade frente aos bancos de dados consultados.
As arvores filogenéticas foram utilizadas para refinar a atribuicdo taxonémica para cada
isolado, resolvendo conflitos taxondmicos encontrados nos classificadores como RDP
classifier. (CHANDLER; EISEN; KOPP, 2012).

As identificacdes foram realizadas utilizando comparacfes das sequéncias consenso
com a ferramenta Segmatch (COLE et al., 2014) no banco de dados do RDP e RDP Classifier
(WANG et al., 2007). Além disso, foi consultado o banco de dados “Reference rna sequences
(refseq_rna)” utilizando o software BLASTN 2.7.0.

A andlise dessas regides permitiu a identificacdo ao nivel de género das leveduras
utilizando os classificadores taxondmicos on line e comparacfes de similaridades de

sequéncias com bancos de dados curados disponiveis na internet. Em seguida, com a
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utilizacdo da analise filogenética foi possivel separar diferentes agrupamentos de sequéncias
entre 0s géneros identificados.

4.13 ANALISES COMPLEMENTARES PARA A IDENTIFICACAO DAS
BACTERIAS

As 60 amostras de bactérias também foram enviadas para identificacdo por
espectrometria de massa em MALDI-TOF. Adicionalmente, as amostras de bactérias foram
enviadas para identificacdo por espectrometria de massa (MALDI-TOF. VITEK MS-
bioMerieux) no LABORATORIO MEDICO SANTA LUZIA S/A, Floriandpolis - SC — Brasil

(www.sluzia.com.br).

As bactérias 2, 28, 33, e 36 (candidatas ao género Pantoea) foram identificadas
utilizando 64 testes bioquimicos automatizados em equipamento VITEK®2 Systems no
LACEN em Porto Velho, Rondbnia e no Laboratério Santa Luzia em Floriandpolis, Santa
Catarina.

Adicionalmente as bactérias 13, 14, 15, 33, 36, 39, 41, 52, 59 e 60 foram identificadas
com kit comercial BBL Crystal pela equipe da “Colecao de Bactérias da Amazonia — CBAM”

(inserida na Colecdo Bioldgica do Instituto Lednidas e Maria Deane, CBILMD).
4.14 ATRIBUICAO TAXONOMICA DOS ISOLADOS DE LEVEDURAS

Assim como para bactérias, as atribuicdes taxondmicas foram dadas a cada isolado de
levedura utilizando duas abordagens que se complementaram. Em primeiro lugar,
determinando a identificacdo taxondmica de todas as sequéncias utilizando classificadores
taxonémicos descritos no item 4.12. Porém, para leveduras, foram utilizados 2 marcadores
moleculares 26S e ITS. Em segundo lugar, duas arvores filogenéticas foram construidas
contendo sequéncias representativas de cada marcador genético de todos grupos e seus taxa
mais proximos. As arvores filogenéticas foram comparadas entre si e utilizadas para refinar a
atribuicdo taxondmica de cada isolado de levedura, a fim de resolver os conflitos inter-
taxonémicos observados conforme descrito na literatura (CHANDLER; EISEN; KOPP,
2012).

As identificacdes foram realizadas utilizando comparagfes das sequéncias consenso
com bancos de dados: Seqgmach RDP (COLE et al., 2014), banco de dados “Reference rna
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sequences (refseq rna)” do software BLASTN 2.7.0 (ZHANG, ZHENG; SCHWARTZ,
SCOTT; WAGNER, LUKAS; MILLER, 2000), MycoBank (http://www.mycobank.org/),
BOLDSYSTEMS para ITS (http://www.barcodinglife.com/index.php/IDS_OpenldEngine). O

RDP classifier foi utilizado, porém a classificagdo encontrada foi até nivel taxonémico

género, ndo diferenciando espécies.

4.15 ANALISES FILOGENETICAS

Anadlises filogenéticas foram realizadas para refinar a atribuicdo taxondémica de cada
grupo utilizando o Software Mega 7.

Para resolver os conflitos inter-taxonémicos foram construidas arvores filogenéticas
usando o método Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987) utilizando bootstrap de 1000
repeticoes.

Foi realizado teste do modelo de substituicdo dos nucleotideos para escolher o melhor
modelo para cada um dos dataset das regifes 16S rRNA de bactéria, ITS e 26S de leveduras
respectivamente. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura 2-
parametros e estdo baseadas no numero de substitui¢des de bases por sitio (KIMURA, 1980).
O método Kimura 2-pardmetros foi o que apresentou o menor BIC score (Bayesian
Information Criterion) no teste do modelo para os trés datasets analisados, logo, foi 0 modelo
mais adequado.

Para a regido 16S rRNA de bactéria, a analise filogenética envolveu 67 sequéncias de
nucleotideos. Todas as posicdes que continham lacunas e dados em falta foram eliminadas.
Houve um total de 453 posi¢bes no conjunto de dados final. O resultado foi uma Unica arvore
filogenética, na qual estdo apresentados todos os isolados bacterianos agrupados com o0s
grupos filogenéticos relacionados. Diversas arvores foram construidas para chegar a arvore
mais representativa do conjunto de bactérias que foram isoladas a partir das fezes de An.
darlingi. As analises filogenéticas foram realizadas no MEGA7 (KUMAR; STECHER;
TAMURA, 2016).

Para leveduras foram construidas 2 arvores filogenéticas, 1 para regido ITS e 1 para
regido 26S. Cada arvore contemplou todos os individuos isolados e amplificados.

Para a regido ITS a arvore filogenética foi inferida usando o método Neighbor-Joining
(SAITOU; NEI, 1987) com distancias evolutivas calculadas usando o método Kimura 2-
parametros (KIMURA, 1980) e estdo baseadas no nimero de substituicdes de bases por sitio.

A analise envolveu 40 sequéncias de nucleotideos. Todas as posi¢fes que continham lacunas
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e dados em falta foram eliminadas. Houve um total de 279 posi¢Ges no conjunto de dados
final. As andlises evolutivas foram realizadas no software MEGA7 (KUMAR; STECHER;
TAMURA, 2016).

Para a regido 26S a arvore filogenética foi inferida usando o0 método Neighbor-Joining
(SAITOU; NEI, 1987). As distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura 2-
parametros (KIMURA, 1980) e estdo baseadas no numero de substituicdes de bases por sitio.
Para esta analise foram utilizadas 37 sequéncias de nucleotideos. Todas as posi¢des contendo
gaps e dados faltantes foram eliminadas. Existiram 211 posi¢Ges no final do dataset. As
andlises evolutivas foram realizadas no MEGA7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016).

4.16 ESTIMATIVA DE RIQUEZA E FREQUENCIA DAS ESPECIES

Bactérias e leveduras foram analisadas separadamente. A riqueza de espécies foi
descrita pelo numero total de espécies (entidades taxonémicas) determinadas.

As sequéncias foram depositadas no GenBanK. Além disso, foram construidas
curvas de rarefacdo ndo-Paramétricas. As curvas foram construidas utilizando o estimador
Chao 2, que considera a frequéncia com a qual as espécies foram amostradas e estima um
nimero maximo de espécies esperado para um dado esforco amostral. Todas as curvas de
rarefacdo foram contruidas utilizando o programa EstimateS®, versdo 7.5.2 Windows
(COLWELL, 2005).

A frequéncia das espécies foi dada pelo numero de vezes que a espécie foi registrada
no total de coldnias amostradas, posteriormente, as espécies foram ordenadas em funcdo da
frequéncia (SANTOS, 2003).

4.17 SELECAO DOS MICRORGANISMOS CANDIDATOS A
PARATRANSGENESE

Foram estabelecidos 2 critérios para a selecdo dos microrganismos candidatos a
paratransgénese, os quais foram elaborados a partir das publicacGes de Wang e Jacobs—Lorena
(2013) e Wilke e Marelli (2015), no que se refere a selecdo dos microrganismos, com
adaptacdes para a disponibilidade de tempo para a execucdo deste trabalho e estrutura
disponivel no local das analises. Os critérios foram:

1) Identificacdo de bactérias e leveduras que ndo sejam patogénicas a humanos e animais;
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2) Microrganismo que possa ser cultivado in vitro e manipulado geneticamente.
Para a selecdo dos candidatos & paratransgénese 0s microrganismos isolados foram
caracterizados quanto a patogenicidade, perfil de resisténcia a antimicrobianos e a ecologia da
espéecie. As investigacdes foram realizadas em artigos cientificos e manuais de referéncia

tanto para bactérias como para leveduras.

4.18 SELECAO DOS VETORES PARA MANIPULACAO GENETICA DOS
CANDITADOS A PARATRANSGENESE

Foram realizados ensaios para a escolha do vetor contendo gene reporter e protocolo
de transformacdo bacteriana. Foi realizado um ensaio de transformacdo bacteriana por
eletroporacéo, na qual as células se tornaram competentes através de lavagens com sacarose
300 mM (adaptado de CHOI et al., 2006). As bactérias isoladas precisam tornar-se
eletrocompetentes para estarem aptas a receber DNA exdgeno. Para este ensaio foi utilizado
E. coli, cepa TGl como controle ¢ 10 ng de DNA plasmidial pUC19. A eficiéncia de
transformacéo foi avaliada pela formula: Eficiéncia = (N° de coldnias/mL)/(quantidade em g
de DNA). Foram obtidas aproximadamente 1 x 10° colonias bacterianas em 1 mL de meio
LB. Além disso, foi selecionado um vetor de expressao protéica contendo o gene repdrter
RFP (Figura 13), escolnemos novamente o protocolo de preparo de células competentes que
utiliza lavagens das células com solucdo de sacarose 300 mM e centrifugacdes, seguido de
transformacéo por eletroporacdo (CHOI; KUMAR; SCHWEIZER, 2006).

Uma bactéria foi selecionada como potencial candidata a paratransgénese e esta sera
submetida a transformacdo genética com um vetor contendo um gene repdrter para verificar
sua capacidade em ser transformada geneticamente. Para isto, inicialmente foi testado em
Escherichia coli o protocolo de eletroporacdo réapida, adaptado a partir de Choi et al (2006)
que foi descrito originalmente para Pseudomonas aeruginosa (CHOI; KUMAR,;
SCHWEIZER, 2006).

Acepa de E. coli, TG1, foi cultivada por 16 horas em 6 mL de meio LB. O cultivo foi
igualmente distribuido em 4 tubos do tipo eppendorfs. Os tubos foram centrifugados a
temperatura ambiente por 2 minutos a 16.000 x g. O sedimentado de cada tubo foi lavado com
1 mL de sacarose 300 mM, e foram centrifugados novamente nas mesmas condigoes.
Procedeu-se com mais uma lavagem seguida de mais uma centrifugacdo nas mesmas

condigdes. O sobrenadante foi descartado e o sedimentado dos quatro tubos foi ressuspendido
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e reunido em um volume final de 100 pL de sacarose 300 mM. Para eletroporacdo foram
utilizados 10 ng de DNA plasmidial pUC19. O DNA plasmidial foi misturado aos 100 pL de
células eletrocompetentes e transferido para a cubeta de eletroporacdo de 0,2 mm. Apoés a
eletroporacdo foram adicionados 900 puL de meio LB a mistura. A mistura foi levada ao
shaker a 37 °C com rotagdo de 250 rpm. Desse cultivo foram plaqueados 100 puL em placas de
Petri contendo LB &gar com 100 pug/mL de ampicilina, marca de resisténcia do vetor pUC19.
As placas de Petri foram levadas a estufa por 16 horas e as colénias que cresceram foram
contadas para calculo de eficiéncia da transformacéo utilizando a formula: Eficiéncia = (N° de
colonias/mL)/(quantidade em pg de DNA).

Esse protocolo foi também utilizado para transformar em E. coli o vetor pSB1C-
BBa_E1010 (Figura 13), que contém o gene RFP1. Este vetor foi cedido pelo Professor Dr.
Carlos Gustavo Nunes da Silva do Departamento de Biologia da UFAM. Este gene quando
expresso confere ao organismo transformado uma coloracéo vermelha perceptivel a olho nu.

Este vetor contendo o gene RFP1 foi escolhido por propiciar um fenétipo de fécil detecgéo.

Figural3- Mapa do vetor pSB1C3 — Bba_E1010 que contém gene repérter RFP

. Xbal (2417)* > __,..--f""?nn—rh“:‘?}\ Spel (355)*
BioBrick Prefix. Y s B ‘\ BioBrick Suffix
EcoRl (2402)*. N/ 4057 .\~ Pst| (373)*

B0062 - Terminator

VF2-

P_CamR —/ VR

pSB1C3 - BBa_E1010

2776 bp

—_pMB1

O vetor pSB1C-BBa_E1010 € um vetor para expressao em procariotos. Foi portanto,
necessario inserir o gene repérter RFP1 em um vetor para expressdao em leveduras. Para isto,
foram desenhados, a partir a sequéncia do vetor, iniciadores que anelam nas extremidades do
gene. Os iniciadores para a amplificacdo dos genes repérteres foram desenhados por analise
de complementaridade dos fragmentos do DNA molde com a adi¢do de um sitio de restrigdo
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para a enzima EcoRI na extremidade 5" do iniciador senso, e com a adi¢cdo de um sitio de
restricdo para a enzima Notl, na extremidade 5" do iniciador anti-senso. A insercdo das
Enzimas de restricdo EcoRI e Notl aos flancos foi realizada para facilitar a clonagem
direcional. pRFP F- EcoRI- 5" agaattctATGGCTTCCTCCGAAGACGTTAT 3' e pRFP R-
Notl- 5' atatctagcggccgcGCGTTA TTAAGCACCGGTGGA 3.

Foi obtido um amplicon de aproximadamente 0,7 Kb. O amplicon foi purificado do
gel e digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl. A digestdo foi purificada e em
sequida realizada a ligacdo no vetor pGAPZalfaB (Figura 14) previamente digerido e
purificado com as mesmas enzimas.

Como arcabougo para o vetor para a expressdo em leveduras foi utilizado o
pGAPZoB (Invitrogen) (Figura 14). Esse vetor contém o promotor da enzima glicolitica
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, que é um promotor forte e constitutivo. O pGAPZoB é
um vetor do tipo shuttle vector que contém origem de replicagdo para E. coli e sequéncia para

integracd@o por recombinacdo homologa na levedura.

Figura 14- Mapa do vetor pGAPZaB

O vetor construido foi transformado em E. coli Topl0 F’para amplificacdo do novo
plasmideo que foi nomeado pGAPZa RFP1. O vetor esta pronto para os ensaios de
transformacdo no organismo modelo Pichia pastoris e posteriormente sera transformado em

uma levedura canditada a paratransgénese proposta nesse trabalho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ISOLAMENTO DE BACTERIAS PRESENTES NAS FEZES DE Anopheles

darlingi

No presente estudo foram amostradas 60 col6nias bacterianas em cultura pura a partir

das fezes de fémeas de mosquito An. darlingi selvagens (Figura 15).

Figura 15 — Amostras de bactérias isoladas a partir das fezes de fémeas Anopheles darlingi de campo e

col6nias puras obtidas com o método de estriamento em placa de Petri

A: Amostras de bactérias que cresceram a partir das fezes de fémeas Anopheles darlingi selvagens ap6s 24
horas de cultivo em meio LB agar a 37°C. B: Amostra de 1 isolado bacteriano. Os numeros correspondem
a colbnias das bactérias: 4. Enterobacter cloacae, 11. Acinetobacter baumanii 17. Staphylococcus warneri,
40. Klebsiella pneumoniae 20. Cedecea sp, 28. Pantoea sp e 37. Serratia marcescens.

O isolamento de microrganismos a partir de fezes de animais para analises
microbioldgicas é um estudo amplamente realizado e diversas técnicas tém sido aplicadas
tanto para a coleta de fezes, quanto para o isolamento de microrganismos nelas contidas. Tal
investigacdo microbioldgica pode ser realizada para diversas finalidades como a identificagdo
de patdgenos ou interesses biotecnoldgicos. Isolamentos de microrganismos fecais sdo
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realizados tanto para animais selvagens, como elefantes e gambés, (CHEN et al., 2016;
GULLERT et al., 2016; TOBIAS et al., 2016) quanto para animais domesticados com
importancia na agropecuaria, como cavalos (JULLIAND; GRIMM, 2016) e porcos
(HEINRITZ et al.,, 2016; WHITEHEAD; COTTA, 2016). Além de investigacdes com
interesse clinico em humanos (ANVISA, 2004; LI et al., 2016).

Porém, quando tratamos de animais pequenos como insetos, mais especificamente
mosquitos, existe uma caréncia de estudos utilizando metodologias para realizar a coleta de
microrganismos contidos em suas fezes. Apesar de fezes de mosquitos ndo receberam muita
atencdo, fezes de Aedes infectados com o virus da febre amarela foram coletadas e analisadas
por Aragdo e Costa Lima (1929). Esses autores coletaram em laboratorio fezes de Aedes
contaminados com o virus da febre amarela. A coleta das fezes foi realizada em uma gaiola na
qual os autores buscaram visualmente marcas das fezes do mosquito logo ap0s a defecacao e
lavaram cada marca com liquido utilizando uma seringa. O homogenato foi utilizado para
infectar Macacus rhesus através da conjutiva ocular e pele. Através desse experimento, eles
identificaram a possibilidade de infeccdo por febre amarela através de fezes de mosquitos,
pois nessas foram detectados virus ativos da doenca.

A metodologia de lavagem de marcas das fezes do mosquito, descrita por Aragédo e
Costa Lima (1929), foi previamente testada no presente trabalho, mas resultou na recuperacao
de apenas 2 morfotipos de col6nias, independentemente do numero de repeticbes do
experimento (dados ndo mostrados). Portanto, a metodologia utilizada por Aragdo e Costa
Lima (1929) ndo foi adequada para este trabalho que visou a recuperacdo de diversidade de
bactérias e leveduras. A metodologia de coleta de fezes de Ae. aegypti de Aragdo e Costa
Lima (1929) foi utilizada por Bush e colaboradores (2012) porém, ndo com finalidade
microbioldgica (BUSH; WYSOCKI; SCARAFFIA, 2012).

Outra técnica para detec¢do de microrganismos a partir de fezes de mosquito foi
realizada por Pilotte e colaboradores (2016). Para a coleta de fezes do mosquito An. stephensi,
os autores utilizaram papel filtro e fizeram extracdo de DNA das amostras do contetdo fecal
contido no papel. A deteccdo molecular de Brugia malayia e Plasmodium vivax foi realizada
por PCR. Porém, ndo realizaram o isolamento dos microrganismos. O autor sugere que
amostragens de excreta/fezes de mosquitos pode ser uma estratégia atraente para o
monitoramento de varios patogenos transmitidos por insetos (PILOTTE et al., 2016). Com
metodologia similar, a partir de fezes coletadas em papel cartdo, o0 DNA de Rickettsia felis,
uma bactéria intracelular obrigatéria, foi detectado por qPCR em fezes de An. gambie até 14

dias apds a infeccdo em laboratdrio por esta bactéria (DIEME et al., 2015).
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Os estudos citados acima utilizaram fezes de mosquitos, contudo nenhum objetivou o
isolamento e cultivo de bactérias ou leveduras. Para tal finalidade foi desenvolvida neste
trabalho uma nova técnica de coleta de microrganismos contido nas fezes dos mosquitos com
0 objetivo de, potencialmente, coletar uma maior diversidade de bactérias e leveduras
contidas nas fezes de mosquitos. E, uma vez que o contetdo fecal passa pelo trato digestorio,
podemos hipotetizar que os microrganismos contidos nas fezes estiveram no trato digestério e
refletem a diversidade da microbiota associada ao trato digestério desses insetos, a0 menos
em parte.

Neste sentido, a alimentacdo oferecida as fémeas dos mosquitos An. darlingi que
participaram do experimento foi sacarose 10%, alimento menos rico em nutrientes quando
comparado a alimentacdo sanguinea. Pois € relatado na literatura que a alimentagcdo sanguinea
farorece a multiplicacdo de algumas familias de bactérias, como gram-negativas e
Enterobacteriacea (WANG et al., 2012; ZAYED; BREAM, 2004), fato que poderia inibir a
ocorréncia de outras espécies de bactérias pela competicdo por condi¢des e recursos, por
exemplo, espaco. E, no presente trabalho, o interesse foi descobrir a riqueza de espécies de
bactérias que ocorre nas fezes de An. darlingi, quando estas fezes sdo coletadas em meio LB
agar e cultivadas a 37°C. No futuro, em outra fase da pesquisa, é possivel analisar quais
bactérias ocorrem nas fezes de An. darlingi ap6s alimentagdo sanguinea.

Ademais, o método foi pensado para minimizar as manipulacfes e o tempo de
processamento das amostras. Ao se reduzir o tempo de manipula¢do do inseto, também se
reduz a chance de ocorrer contaminacdes externas. Para a execucdo do método foi
desenvolvida uma gaiola especifica (ARRUDA et al., 2017).

A investigagdo convencional para conhecer a microbiota intestinal de mosquitos tem
sido realizada de duas formas: Uma delas é independente de cultura, isto é, sem o cultivo do
microrganismo. Neste caso, estdo as identificacdes moleculares por metagenémica. A outra é
0 método dependente de cultura, com o isolamento e cultivo de microrganismos em meios de
cultura. No método dependente de cultura é realizada a dissec¢do do sistema digestério
(CONSOLLI; OLIVEIRA, 1994) seguido de espalhamento em meios de cultura diversos para
obtencéo de coldnias isoladas.

As desvantagens desses métodos é que o método independente de cultura identifica,
mas ndo possibilita o isolamento dos microrganismos. Para executar o0 método que utiliza a
disseccdo do sistema digestorio, sd80 necessarias pessoas treinadas para a tarefa, com
habilidades e conhecimento da anatomia de mosquitos, além do dispendioso tempo para

retirar um a um os intestinos a serem avaliados. Straif e colaboradores (1998), por exemplo,
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dissecaram 2.430 intestinos de Anopheles para investigar a diversidade de bactérias contidas
no intestino dos mosquitos analisados (STRAIF et al.,, 1998). Além disso, durante a
reutilizacdo de utensilios para a extragdo e manipulacdo do intestino do mosquito, ha o risco
de contaminac6es indesejadas provocadas pelo método ou pelo pesquisador, possibilidade que
ndo pode ser ignorada.

O meétodo para coleta de microrganismos (bactérias e leveduras) contidos nas fezes
de mosquito, utilizado neste trabalho, teve a acumulagdo de cinco mosquitos/gaiola e visou
otimizar o recurso financeiro e tempo investidos na obtencdo de coldnias puras. Além disso,
considera-se que tal otimizagéo incrementa os resultados de diversidade obtidos, ao inves de
limitar. Pois, cada inseto deve ser observado como um habitat colonizado por
microrganismos. Dessa forma, ao se acumular insetos na gaiola, aumenta-se a area de
amostragem e a diversidade registrada com o menor investimento de tempo e dinheiro. Isto €,
0 delineamento desenvolvido visou obter a maior biodiversidade com o menor esforco,
seguindo o propospo por Santos (2003) (SANTOS, 2003).

O meio de cultura LB tem sido reportado por diversos autores para a recuperacao de
bactérias a partir de intestino de Anopheles (CHEN; BLOM; WALKER, 2017; RANI et al.,
2009; VALIENTE MORO et al., 2013). Valiente-Moro e colaboradores (2013), investigando
bactérias de Aedes albopictus selvagens, compararam a diversidade de bactérias recuperadas
em trés diferentes meios de cultura. A escolha do meio de cultura para a recuperagdo de
microrganismos foi importante. Segundo os autores, o procedimento de isolamento usando
meio LB permitiu o registro de maior riqueza de bactérias (VALIENTE MORO et al., 2013).

5.2 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE BACTERIAS PRESENTES
NAS FEZES DE Anopheles darlingi

No presente estudo, a partir de 60 colonias bacterianas, todos os isolados foram
identificados. Esses apresentaram-se distribuidos em 8 géneros de bactérias: Acinetobacter,
Burkholderia, Cedecea, Enterobacter, Klebsiella, Pantoea, Serratia e Staphylococcus.
Destaca-se 2 filos: Firmicute e Proteobactéria e 4 familias: Enterobacteriaceae (36),
Staphylococcaceae (10), Moraxellaceae (7) e Burkholderiaceae (2). A familia
Enterobacteriaceae foi a mais frequente, assim como no trabalho de Boissiere e colaboradores
(2012) que detectaram maior frequéncia de bactérias Enterobacteriacea em An. gambiae
infectado por P. falciparum (BOISSIERE et al., 2012).



74

Das 60 reacOes de PCR realizadas para amplificacdo da regido parcial do 16S rRNA,
54 amplificaram no tamanho esperado, aproximadamente 700 pb (Figura 16). As bactérias 28,
33, 36 foram identificadas apenas utilizando MALDI-TOF. Das 60 bactérias enviadas para
identificacdo complementar utilizando MALDI-TOF, 47 isolados foram identificados ao nivel
de espécie, 2 isolados identificados ao nivel de género (25 e 39), trés nao foram identificados
(amostras 11, 27 e 28) e 4 amostras ndo cresceram no novo repique (amostras 1, 7, 8 e 9),
impossibilitando a analise. As bactérias 2 (93% LACEN PVH), (93% LACEN PVH) 28 (96%
LSL E 98% LACEN PVH), 33 (98% LACEN PVH) e 36 (98% LSL) foram identificadas
como Pantoea sp, conforme resultado de 64 testes bioquimicos automatizados em
equipamento VITEK®2 (Tabela 4).

Bactérias 26, 45, 54, 57 e 58 ndo amplificaram 16S rRNA, mas cresceram tanto em
meio LB &gar, quanto em meio agar nutriente e estdo preservadas na bacterioteca e no frezer -
80 °C do Laboratorio de Microbiologia da Fiocruz Rond6nia. As bactérias 5 e 19 ndo
cresceram em meio agar nutriente, apenas em meio LB &gar. N&o estdo na bacterioteca, mas
estdo mantidas no freezer -80 °C do Laboratério de Microbiologia da Fiocruz Rondénia.

Foram depositadas no GenBank 48 sequéncias (Tabela 4). Estas sequéncias
apresentaram similaridades superiores a 98% quando comparadas com sequéncias depositadas
nos bancos de dados utilizados. Além disso, apresentaram agrupamento filogenético
consistente com bootstrap acima de 95% quando 1000 aleatorizagcbes foram realizadas
(Figura 17).
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Figura 16 — Amplificado da regido 16S rRNA das bactérias de 1 a 60 que foram isoladas a partir das fezes de fémeas de Anopheles

darlingi selvagens.
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Tabela 4 - Bactérias identificadas utilizando sequéncia 16S rRNA parcial. As bactérias foram isoladas a partir das fezes de fémeas de Anopheles darlingi selvagens
oriundos de Porto Velho, RO, Brasil.

Filo/ % Similaridade Cddigo de acesso

E;?nsisl?; Amostra n° Espécie identificada 1g:f;SNO : izeggiggﬁk (éeEsAegi_rrr:)a don:':(Son

relacionado
FIRMICUTES
Bacilli

Staphylococcaceae 56 *Staphylococcus arlettae MF685292 100 AB009933.1
59 Staphylococcus arlettae MF685293 100 AB009933.1
60 Staphylococcus kloosii MF685294 100 AB009940.1
34 Staphylococcus sciuri MF685274 100 AJ421446.1
35 Staphylococcus sciuri MF685275 100 AJ421446.1
51 Staphylococcus sciuri MF685289 100 AJ421446.1
52 Staphylococcus sciuri MF685290 100 AJ421446.1

17 Staphylococcus warneri MF685261 100 L37603.1

18 Staphylococcus warneri MF685262 100 L37603.1

50 Staphylococcus warneri MF685288 100 L37603.1

PROTEOBACTERIA
Betaproteobacteria
Burkholderiaceae 5 Burkholderia cepacia MF685251 100 AB114607.1
19 Burkholderia cepacia MF685263 100 AB114607.1
Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae 20 Cedecea sp MF685264 100 KC201361.1
25 Cedecea sp MF685269 100 KC201361.1
39 Cedecea sp MF685278 100 KC201361.1
3 Enterobacter cloacae complex MF685249 99 AY787819.1

4 Enterobacter cloacae complex MF685250 99 AY787819.1



21
22
23
24
30
57
58
40
26
36

27
28
33

41
42
43
12
55
53
54
45

Enterobacter cloacae complex
Enterobacter cloacae complex
Enterobacter cloacae complex
Enterobacter cloacae complex
Enterobacter cloacae complex
Enterobacter cloacae complex
Enterobacter cloacae complex (MALDI-TOF)
Enterobacter cloacae complex (MALDI-TOF)
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae (MALDI-TOF)
Pantoea agglomerans (Cristal BD)
Pantoea dispersa
Pantoea sp
Pantoea sp (VITEK®2)
Pantoea sp (VITEK®2)
Serratia liquefaciens
Serratia liquefaciens
Serratia liquefaciens
Serratia liquefaciens
Serratia liquefaciens
Serratia liquefaciens
Serratia liquefaciens (MALDI-TOF)
Serratia liquefaciens (MALDI-TOF)

Serratia liquefaciens (MALDI-TOF)
Serratia liquefaciens

Serratia liquefaciens

MF685252
MF685265
MF685266
MF685267
MF685268
MF685271

n/a

n/a
MF685279

n/a

n/a
MF682417

n/a

n/a
MG839251
MF685280
MF685281
MF685282
MF685256
MF685291

n/a

n/a

n/a
MG839252
MG839253

100
100
100
100
100
100
n/a
n/a
100
n/a
100
99
100
100
100
98
100
100
100
100
100
n/a
n/a
n/a
98
98

AY787819.1
AY787819.1
AY787819.1
AY787819.1
AY787819.1
AY787819.1

n/a

n/a
AY302437.1

n/a
HM582878.1
GQ246183.1
HM582878.1
HM582878.1
HM582878.1
AJ306725.1
AJ306725.1
AJ306725.1
AJ306725.1
AJ306725.1
AJ306725.1

n/a

n/a

n/a
AJ306725.1

AJ306725.1

77
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44 Serratia liquefaciens MF685283 100 AJ306725.1
29 Serratia marcescens MF685270 100 AB061685.1
31 Serratia marcescens MF685272 100 AB061685.1
32 Serratia marcescens MF685273 100 AB061685.1
37 Serratia marcescens MF685276 100 AB061685.1
38 Serratia marcescens MF685277 100 AB061685.1
46 Serratia marcescens MF685284 100 AB061685.1
47 Serratia marcescens MF685285 100 AB061685.1
48 Serratia marcescens MF685286 100 AB061685.1
49 Serratia marcescens MF685287 100 AB061685.1
Moraxellaceae 13 Acinetobacter baumannii (MALDI-TOF) MF685257 100 KU922292.1
14 Acinetobacter baumannii (MALDI-TOF) MF685258 100 KU922292.1
15 Acinetobacter baumannii (MALDI-TOF) MF685259 100 KU922292.1
10 Acinetobacter baumannii (MALDI-TOF) MF685254 100 KU922292.1
16 Acinetobacter baumannii MF685260 100 KU922292.1
9 Acinetobacter baumannii MF685253 100 KU922292.1
11 Acinetobacter baumannii MF685255 100 KU922292.1

n/a: ndo se aplica, MALDI-TOF VITEK® MS (bioMerieux), VITEK®2 (hioMerieux), BD BBL™ Crystal™ identification system. Data Base refseq_rna, NCBI Transcript
Reference Sequences, Program BLASTN 2.7.0 (ZHANG et al., 2000). E value 0.0 para todas similaridades. *Staphylococcus é Gram-positivo, outros isolados sdo Gram-
negativos.
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Figura 17 — Arvore filogenética dos taxa das bactérias isoladas a partir de fezes de fémeas de Anopheles
darlingi e identificadas utilizando sequéncia 16S rRNA parcial.

100

65

99

[0 Bacteria 44|gb|MF685283|Serratia liquefaciens
——— € Bacteria 55|gb|MF685291 [Setratia liquefaciens
——— O Bacteria 43|gb|MF685282|Serratia liquefaciens
——— O Bacteria 42|gb|MF685281 |Serratia liquefaciens
——— O Bacteria 41|gb|MF685280|Setratia liquefaciens

57

——— € Bacteria 12|gb|MFB685256|Setratia liquefaciens
O Bacteria 8|gh|MG839253|Serratia liquefaciens
O Bacteria 7|gh|MG839252|Serratia liquefaciens
[0 Bacteria 1|gh|MG839251|Serratia liquefaciens
L @ AJ306725.1 Serratia liquefaciens

—— @ dbj|AB061685.1| Serratia marcescens

——— O Bacteria 29|gb|MF685270|Serratia marcescens
——— O Bacteria 31|gb|MF685272|Serratia marcescens
———— O Bacteria 32|gb|MF685273|Serratia marcescens
———— O Bacteria 37|gb|MF685276|Serratia marcescens

99

97

——— [ Bacteria 38|gb|MF685277|Serratia marcescens
———— O Bacteria 47|gb|MF685285|Serratia marcescens
——— O Bacteria 48|gb|MF685286|Serratia marcescens
———— O Bacteria 49|gb|MF685287|Serratia marcescens
L O Bacteria 46|gb|MF685284|Serratia marcescens

. @ gb|GO246183.1| Pantoea dispersa
99 QO Bacteria 2|gh|MF682417|Pantoea dispersa

—— O Bacteria 25|gb|MF685269|Cedecea sp
——— O Bacteria 39|gb|MF685278|Cedecea sp

62

——— O Bacteria 20|gh|MF685264|Cedecea sp
L @ KY780237.1 Cedecea sp

—— £ Bacteria 28|Pantoea sp

———— A Bacteria 33|Pantoea sp

O Bacteria 27|Pantoea sp
——— £ Bacteria 36|Pantoea agglomerans
L @ HM582878.1 Pantoea agglomerans strain AR PINLBH4

_95: @ AY302437.1 Klebsiella pneumoniae

72

QO Bacteria 40|gb|MF685279|Klebsiella pneumoniae
—— @ gb|AY787819.1| Enterobacter cloacae

———— O Bacteria 3|gb|MF685248|Enterobacter cloacae complex
——— € Bacteria 4|gb|MF685250|Enterobacter cloacae complex
——— € Bacteria 6|gb|MF685252|Enterobacter cloacae complex

60

O Bacteria 21|gb|MF685265|Enterobacter cloacae complex
——— € Bacteria 22|gb|MF685266|Enterobacter cloacae complex
——— € Bacteria 23|gb|MF685267 |Enterobacter cloacae complex
——— € Bacteria 24|gb|MF685268|Enterobacter cloacae complex
L O Bacteria 30|gb|MF685271|Enterobacter cloacae complex
—— @ KU922292.1 Acinetobacter baumannii

[ Bacteria 9]gb|MF685253|Acinetobacter baumannii

O Bacteria 16]|gb|MF685260|Acinetobacter baumannii
——— O Bacteria 15|gb|MF685259|Acinetobacter baumannii

——— € Bacteria 14|gb|MF685258|Acinetobacter baumannii
——— O Bacteria 13|gb|MF685257 |Acinetobacter baumannii
O Bacteria 11]|gb|MF685255|Acinetobacter baumannii
L O Bacteria 10|gb|MF685254|Acinetobacter baumannii
’— @ dbj|AB114607.1| Burkholderia cepacia
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[0 Bacteria 5|gb|MF685251|Burkholderia cepacia
|— [0 Bacteria 19|gb|MF685263|Burkholderia cepacia
—— O Bacteria 51|gb|MF685289|Staphylococcus sciuri
——— O Bacteria 52|gb|MF685280|Staphylococcus sciuri

100

Os numeros sobre os ramos da arvore indicam o valor de bootstrap encontrados a partir de 1000
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QO Bacteria 35|gb|MF685275|Staphylococcus sciuri
——— O Bacteria 34|gb|MF685274|Staphylococcus sciuri
L @ emb|AJ421446 1| Staphylococcus sciuri

—— O Bacteria 18|gb|MF685262|Staphylococcus warneri
——— O Bacteria 50|gh|MF685288|Staphyl ococcus warneri

=]

——— O Bacteria 17|gb|MF685261|Staphylococcus warneri
L @ gb|L37603.1|STARGDH Staphylococcus warneri
—— @ dbj|AB009933.1| Staphylococcus arlettae

——— O Bacteria 56|gb|MF685292|Staphylococcus arlettae

97

O Bacteria 59|gh|MF685293|Staphylococcus arlettae
——— @ AB009940.1 Staphylococcus kloosii
L O Bacteria 60|gb|MF685294|Staphylococcus kloosii

repeticdes. Para esta analise foram utilizadas 67 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢des contendo gaps

e dados faltantes foram eliminadas. Existiram 453 posi¢des no final do dataset. Realizado no Software
Mega 7.0.14. ® Referéncia no GenBank; o Bactérias identificadas com 16SrRNA e MALDI-TOF; A

Bactérias identificadas com 16SrRNA e bioquimicamente (VITEK 2); o Bactérias identificadas apenas

com 16SrRNA.
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De forma geral, a microbiota associada ao género Anopheles vem sendo amplamente
investigada com o intuito de se conhecer a microbiodiversidade que habita o intestino desses
mosquitos, muitas vezes vetores de doencas. Apesar do crescente interesse da comunidade
cientifica no assunto, Villegas e Pimenta (2014) citam a caréncia de informacdes sobre a
microbiota bacteriana de Anofelinos neotropicais. Até 2014, os autores apresentaram 0
registro de cinco géneros de bactérias para Anopheles no continente americano: Serratia,
Aeromonas, Enterobacter, Pantoea e Pseudomonas (Figura 18). No presente trabalho foram
registrados 8 géneros de bactérias, dos quais, 5 géneros ainda nao haviam sido reportados para
Anopheles neotropicais, logo, aumentanto o registro para 10 géneros de bactérias associadas a
Anopheles nas Américas.

Figura 18 - Microbiota associada a Anopheles distribuida por continente (VILLEGAS; PIMENTA, 2014).
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A figura de Villegas e Pimenta (2014) mostra a correspondéncia entre género bacteriano e seu hospedeiro
anofelino de acordo com o continente em que 0 mosquito exerce atividade vetorial.
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Para An. darlingi, o principal vetor da malaria na Amazonia, até 0 momento, héa apenas
trés publicacbes que mencionam a identificacdo de bactérias associadas ao mosquito.

Terenius e colaboradores (2008) relataram bactérias associadas a 3 géneros:
Aeromonas, Pantoea e Pseudomonas. Nesta abordagem molecular, sem o isolamento dos
microrganismos, os autores utilizaram amplificacdo por PCR com iniciadores para regido 16S
de rRNA com DNA total de 8 mosquitos selvagens individuais inteiros, que foram
alimentados com sangue. Os géneros de bactérias apresentados por Terenius e colaboradores
(2008) também foram identificados a partir de outros Anopheles de campo, tais como An.
gambiae e An. stephensi (CHAVSHIN et al., 2012; DJADID et al., 2011; OSEI-POKU et al.,
2012; STRAIF et al., 1998), além disso, Pantoea foi identificada nas fezes de An. darlingi no
presente trabalho.

Na publicacdo de Marinotti et al (2013), do genoma de An. darlingi, os autores
mencionam a presen¢a (como contaminacgdo ou associado) de reads e genes de bactéria. A
deteccdo de Aeromonas hydrophila foi tratada como contaminante pelos autores
(MARINOTTI et al., 2013). E por fim, dados preliminares deste trabalho foram publicados
relatando a identificacdo 5 géneros de bactérias que foram isolados a partir de fezes de An.
darlingi: Acinetobacter, Staphylococcus, Enterobacter, Klebsiella e Serratia (ARRUDA et
al., 2017).

Levando em consideracdo a bibliografia publicada sobre o isolamento de bactérias
associadas a An. darlingi, os géneros bacterianos encontrados neste trabalho serdo
relacionados com géneros de bactérias associados a outras espécies de Anopheles. A titulo de
comparacdo, serdo considerados apenas bactérias isoladas de Anopheles selvagens, pois
espera-se que a diversidade de microrganismos associados a mosquitos selvagens seja maior
do que a diversidade de microrganismos encontrada em mosquitos de laboratério. Mosquitos
selvagens sdo habitados por microrganismos presentes em seu ambiente natural. Diversos
autores demonstram a diferenca da diversidade de microrganismos contidos em mosquitos de
campo e laboratério (BOISSIERE et al., 2012; WANG et al., 2011). Rani et al (2009), por
exemplo, demonstraram que a diversidade bacteriana da microflora do intestino médio de An.
stephensi criado em laboratdrio foi menor do que a encontrada em mosquitos de campo, tanto
para machos (15 versus 27 taxa bacterianos) quanto para fémeas (7 versus 36 taxa
bacterianos) (RANI et al., 2009).

Também foram consideradas, tanto a identificacdo de microrganismos isolados,
portanto cultiviveis, quanto a identificacdo molecular, sem o isolamento. No entanto, €

importante enfatizar que microrganismos a serem candidatos a paratransgénese devem ser
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passiveis de facil cultivo em laboratério. Muitos microrganismos séo identificados
molecularmente, porém, ndo sdo isolados (PIDIYAR et al., 2004), talvez por serem mais
seletivos/exigentes nutricionalmente e precisarem de condi¢gdes ambientais semelhantes ao de
seu habitat original (intestino do mosquito) para se desenvolver, ndo sendo eletivos para a
aplicagdo em paratransgénese. Alguns autores fizeram a comparagédo entre a identificagédo de
bactérias da microbiota intestinal de mosquitos utilizando métodos dependente e independente
de cultura e encontraram diferencas na composicdo da microbiota (LINDH et al., 2005;
PIDIYAR et al., 2004).

Os géneros de bactérias associados a An. darlingi encontrados no presente trabalho,
que foram recuperadas utilizando meio LB &gar, também foram encontrados em outras
espécies de Anopheles selvagens (Tabela 5). Porém, Chavshin (2012), utilizando o meio de
cultura BH agar isolou 5 géneros diferentes de bactérias a partir de An. stephensi:
Pseudomonas, Alcaligenes, Bordetella, Myroydes e Aeromonas (CHAVSHIN et al., 2012).

Nesse contexto, Valiente-Moro e colaboradores demonstraram que a composic¢ao do
meio de cultura afeta a variedade de microrganismos recuperados (VALIENTE MORO et al.,
2013). Logo, ao se utilizar meio de cultura diferente do LB € possivel que diferentes espécies

de microrganismos sejam recuperadas a partir das fezes de An. darlingi.

Tabela 5 - Ocorréncia dos géneros bacterianos encontrados em outras espécies de Anopheles

Filo/Classe/Familia/Género de bactérias Espécie selvagem/Autor
encontradas neste trabalho

FIRMICUTES/Bacilli
Staphylococcaceae
Staphylococcus An. culicifacies (CHAVSHIN et al., 2014)

PROTEOBACTERIA/Betaproteobacteria
Burkholderiaceae .
Burkholderia An. gambiae (BOISSIERE et al., 2012)

PROTEOBACTERIA/Gammaproteobacteria
Enterobacteriaceae

Cedecea An. funestus (STRAIF et al., 1998)

An. gambiae (STRAIF et al., 1998)

Enterobacter An. albimanus (GONZALEZ-CERON et al.,
2003)
An. stephensi (RANI et al., 2009)
Klebsiella An. funestus (STRAIF et al., 1998)

An. gambiae (STRAIF et al., 1998)
An. stephensi /(Jadin, 1967)
An. dureni(Jadin et al, 1966)

Pantoea An. stephensi/ (DJADID et al., 2011)



83

An. gambiae/ Lindh et al, 2008
An. gambiae(STRAIF et al., 1998)
An. funestus(STRAIF et al., 1998)

An. darlingi (TERENIUS et al., 2008)

Serratia An. Arabiensis (LINDH et al., 2005)
An. albimanus (GONZALEZ-CERON et al.,
2003)

An. stephensi/(Jadin, 1968)
An. stephensi (RANI et al., 2009)

PROTEOBACTERIA/Gammaproteobacteria/
Moraxellaceae
Acinetobacter An. funestus /(OSEI-POKU, 2012)
An. stephensi (RANI et al., 2009)

An. claviger RAHARIMALALA et al., 2016)
An. maculipennis (RAHARIMALALA et al.,
2016)

An. plumbeus (RAHARIMALALA et al., 2016)

Os 8 géneros de bactérias identificados neste trabalho sdo distribuidos em 4 familias.
Seis géneros pertencem a familia Enterobacteriaceae, um pertence a familia Moraxellaceae,
um pertence a familia Burkholderiaceae e um pertence a familia Staphylococcaceae (Tabela
4). Para a identificacdo das bactérias isoladas foi considerado o agrupamento filogenético com
representantes de cada género bacteriano. A seguir sdo comentados 0s agrupamentos

filogenéticos e caracteristicas de cada género.

5.2.1 Género Staphylococcus

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 16S rRNA das bactérias
isoladas foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de 100% entre as
bactérias do género Staphylococcus. Os isolados bacterianos 34, 35, 51 e 52 foram agrupados
com Staphylococcus sciuri (gb|AJ421446.1) (bootstrap de 93%). Os isolados 17, 18 e 50
foram agrupados com S. warneri (gb|L37603.1) (bootstrap de 95%) e os isolados 56, 59 e 60
foram agrupados com S. arlettae (gh|AB009933.1) e com S. kloosii (gb|AB009940.1)
(bootstrap de 97%).

Taxonomia: Dominio Bacteria; Filo Firmicutes, Classe Bacilli, Ordem Bacillales, Familia
Staphylococcaceae, Género Staphylococcus.
Morfologia/caracteristicas de cultura: Gram-positivos, as células esféricas, 0.5-1.5 um de

diametro, que ocorrem isoladamente, em pares ou a formacdo de agregados irregulares
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(dividindo-se em mais de um plano). Metabolismo respiratorio e fermentativas, anaerobios
facultativos, sem motilidade.

Ecologia: S. sciuri pode ser isolado do solo, 4gua, areia, pele animal e amostras clinicas de
humanos (urina). Pode crescer em habitats que contém apenas uma fonte de nitrogénio
inorganico e, portanto, pode ser mais de forma livre do que outros estafilococos (DE VOS et
al., 2009). S. warneri foi isolado a partir de pele humana e animal.

Patogenicidade: S. sciuri pode causar infeccdo do trato urinario, endocardite, peritonite,
choque séptico e infeccdes de feridas em seres humanos. Patogenicidade duvidosa. S. sciuri é
frequentemente presente na flora da pele, boca e nariz em cées saudaveis e bovinos.

S. warneri: Geralmente é um organismo comensal na pele de seres humanos e animais.
Podem produzir bacteremia e endocardite por dispositivos contaminacdo da protese em
humanos. Tem sido associada a mastite em bovinos. Possivel causa de aborto bovino (DE
VOS et al., 2009).

Resisténcia a antimicrobianos: Staphylococcus aureus ndo possui a caracteristica de
carregar resisténcia intrinseca a antibidticos, porém Staphylococcus sp pode apresentar
resisténcia intrinseca ao antibiéticos Novobiocina, fosfominina e acido fusidico. Por exemplo,
S. sciuri é resistente & Novobiocina e Lisozima e S. warneri é sensivel a Novobiocina e
resistente a lisozima. A resisténcia de Staphylococcus aos antibidticos Azitromicina,
caritromicina, eritromicina, clindamicina, ocacilina, cefoxitina, penicilina e trimetropim-
sulfametoxazole devem ser reportadas a FDA ((CLSI), 2017).

Caracterizacdo do género para o controle de malaria por paratransgénese: Nao foram

encontrados relados até o momento.

5.2.2 Género Burkholderia

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 16S rRNA das bactérias
isoladas foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de 100% entre os
isolados bacterianos 5 e 19 com uma bactéria do género Burkholderia (gb|AB114607.1).

O género Burkholderia foi proposto em 1992, a partir da divisdo do género
Pseudomonas em decorréncia da analise dos dados de rRNA. A espécie tipo é B. cepacia,
anteriormente denominada Pseudomonas cepacia.

O complexo Burkholderia cepacia inclui as espécies: Burkholderia anthina, B.

ambifaria, B. arboris, B. cepacia, B. cenocepacia, B. diffusa, B. dolosa, B. latens, B.
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metallica, B. multivorans, B. fenazinio, B. pyrrocinia, B. seminalis, B. stabilis, B.
vietnamiensis.

Taxonomia: Dominio Bacteria; Filo Proteobacteria, Classe Betaproteobacteria, Ordem
Burkholderiales, Familia Burkholderiaceae, Género Burkholderia.
Morfologia/caracteristicas de cultura: Bacilo reto, com um Unico flagelo polar ou um tufo
de flagelos polares (com a excepcdo de B. mallei, que é aflagelado). Gram-negativa, ndo-
fermentadoras. A maioria das espécies pode crescer a 40°C. Todos podem utilizar glicose,
glicerol, inositol, galactose, sorbitol e manitol.

Ecologia: Isolado de agua, solo, plantas (Allium cepa - cebola), animais (ABIS, [s.d.];
BRENNER; KRIEG; STALEY, 2005).

Patogenicidade: Patogénica (DENTINI et al., 2017; LEITAO et al., 2010). B. cepacia é
patdgeno comum encontrado em infeccdo urinaria e pulmonar. A infeccéo respiratoria por B.
cepacia pode ser fatal (ABIS, [s.d.]).

Resisténcia & antimicrobianos: Burkoholderia possui a caracteristica de carregar resisténcia
intrinseca aos antibidticos: Ampicilina, piperacilina, ticarcilina, amoxicilina+clavulanato
amoxicilina+sulbactam, aztreonan, ertapenen, trimethoprim, fosfomicina,
piperacilina,+tazobactam, cefotaxime, ceftriaxone, cefepine, imipenem, ertapenem,
polimixina B(colistina), aminoglicosideos. Porém, ndo existe recomendacdo que estas
resisténcias sejam reportadas a FDA ((CLSI), 2017).

Caracterizacdo do género para o controle de malaria por paratransgénese: Nao foram

encontrados relados até 0 momento.

5.2.3 Género Cedecea

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 16S rRNA das bactérias
isoladas foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de 97% com uma
bactéria Cedecea (gh|KC201361.1).

Taxonomia: Dominio Bacteria; Filo Proteobacteria, Classe Gammaproteobacteria, Ordem
Enterobacteriales, Familia Enterobacteriacea, Género: Cedecea.

Morfologia/caracteristicas de cultura: bastonetes Gram-negativos, 0,6-0,7 a 1,3-1,9 um. E
movel por flagelos peritricosos.

Ecologia: isolada de espécimes clinicas de humanos, fezes e alguns artropodes.
Patogenicidade: Patdgeno oportunista. Associada a infecgdes em humanos. Ha relatos de C.

lapagei provocando periodontite, apds intervencao cigurgica (ABIS, [s.d.]; BERGEY, 2005).



Resisténcia a antimicrobianos: Nao consta no CLSI 2017 ((CLSI), 2017).
Caracterizacdo do género para o controle de maléria por paratransgénese:

Nao foram encontrados relados até o momento.

86
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5.2.4 Género Enterobacter

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 16S rRNA das bactérias
isoladas foi possivel observar um agrupamento filogenético dos isolados bacterianos 3, 4, 6,
21, 22, 23, 24 e 30 com Enterobacter cloacae (gh]JAY7878.1) com valor de bootstrap de 61%
(Figura 17). A identificacéo das espécies foi confirmada por MALDI-TOF. As sequéncias das
bactérias 57 e 58 ndo estdo representadas na arvore, pois estas sequéncias nao amplificaram
na PCR para 16S rRNA, logo a identificacéo foi realizada apenas com MALDI-TOF.
Taxonomia: Dominio Bacteria; Filo Proteobacteria; Classe Gammaproteobacteria; Ordem
Enterobacteriales; Familia Enterobacteriaceae; Género Enterobacter.
Morfologia/caracteristicas de cultura: Bactérias pequenas, Gram-negativas, bacilos retos,
usualmente mdveis com 4-6 flagelos peritricosos (flagelos uniformemente distribuidos sobre
0 corpo). 0,6-1 x 1,2 -3,0 um. Anaerdbias facultativas (realizam tanto metabolismo
respiratério como fermentativo). Col6nias em &gar nutriente sdo circulares de 2-3 mm de
didmetro.

Ecologia: Podem ser encontradas na pele de humanos e plantas, assim como no solo, gua,
trato intestinal de humanos e animais, espécimes clinicas e alguns produtos diarios.
Patogenicidade: Enterobacter raramente causam doencas em um individuo saudavel. E um
patdégeno oportunista, similar aos outros membros da familia Enterobacteriaceae. Possui uma
endotoxina conhecida por desempenhar um papel importante na patofisiologia de sepses e
suas complicagdes (ABIS, [s.d.]; BERGEY, 2010).

Resisténcia a antimicrobianos: Enterobacter cloacae possui a caracteristica de carregar
resisténcia  intrinseca aos antimicrobianos:  Ampicilina, amoxicilina+clavulanato,
amoxicilina+sulbactam, cefalosporina | (cafazolin, cefalotin), cefamicina (cefoxitin,
cefotetan) cefalosporinall (cefuroxime) e polimixina B (colistina). E recomendado que a
resisténcia de E. cloacae aos antimicrobianos: Ampicilina, cefazolin, gentamicina e
tobramicina seja monitorada e reportada a FDA ((CLSI), 2017).

Caracterizacdo do género para o controle de malaria por paratransgénese: Cirimotich e
colaboradores (2011) mostraram que 0s mosquitos ndo se contaminam com parasitas de
Plasmodium quando expostos a uma bactéria Enterobacter isolada de populagdes de
mosquitos selvagens no sul da Zambia, denominada Esp_Z. Os autores mostraram que a
inibicdo do desenvolvimento de parasitas pode ser mediada por geracdo bacteriana de ROS
(espécies reativas de oxigénio). A geracdo de ROS por Enterobacter EspZ resulta em uma

maior resisténcia a infecgdo por Plasmodium em An. gambiae (CIRIMOTICH et al., 2011).



88

Além disso, Esp_Z foi isolada de 25% dos mosquitos coletados durante uma estacdo chuvosa.
Os autores sugerem que pode ser possivel manipular a composicdo da flora microbiana do
intestino médio em mosquitos selvagens para aumentar a prevaléncia de Esp_Z ou outras
bactérias naturalmente inibitorias como parte de uma estratégia integrada de controle da
malaria (CIRIMOTICH et al., 2011).

A presenca de Enterobacter cloacae em An. stephensi provoca um aumento da
resposta imune do mosquito a infeccdo por P. falciparum por elevar a expressdo de SRPN6
(inibidor de serino proteases putativo) (EAPPEN; SMITH; JACOBS-LORENA, 2013).

5.2.5 Género Klebsiella

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 16S rRNA das bactérias
isoladas foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de 95% entre o
isolado bacteriano 40 com a espécie Klebsiela pneumoniae (gb|AY302437.1) (Figura 17). O
Isolado 26 foi classificado como K. pneumoniae apenas no MALDI-TOF, pois este isolado
ndo amplificou na PCR para 16S rRNA.

Taxonomia: Dominio Bacteria; Filo Proteobacteria; Classe Gammaproteobacteria; Ordem
Enterobacteriales; Familia Enterobacteriaceae; Género Klebsiella.
Morfologia/caracteristicas de cultura : Gram-negativa, reta, ndo movel, capsulada, bacilo
de 0.3-1.0 um x 0.6-6 um. Colonias umidas brilhantes que variam em diferentes graus de
viscosidade (M-type colonies). Nenhum requesito especial. Anaerdbios facultativos, a
temperatura Gtima de crescimento é entre 35 e 37 °C. Meios: Agar Nutriente ou caldo
nutriente, Agar de Soja Tripticase + 5% de sangue de carneiro, Mac Conkey, agar Mueller
Hinton.

Ecologia: Amplamente distribuida na natureza. Isolada de solo e plantas, onde elas parecem
ser responsaveis pela fixacdo de nitrogénio, também isoladas a partir de adgua, e de algumas
espécimes clinicas (humanos e animais).

Patogenicidade: Patogénica. Frequentemente causam infec¢des nosocomiais humanas. Em
particular, a espécie Klebsiella pneumoniae, mais importante do ponto de vista médico, é
responsavel por uma proporcdo significativa de infeccbes do trato urinario adquiridas no
hospital, pneumonia, septicemia e infecgdes nos tecidos moles (PODSCHUN; ULLMANN,
1998). Apresentam antigenos K (capsular) e O (Somaético). Pode ocorrer reagdo cruzada com

antigenos K e O de Klebsiella, com antigenos de E. coli, Streptococcus pneumoniae e
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Salmonella.paratyphi. Nao apresentam antigenos H (flagelar). Muitas linhagens produzem
bacteriocinas (ABIS, [s.d.]).

Resisténcia a antimicrobianos: O género Klebsiella possui a caracteristica de carregar
resisténcia intrinseca aos antimicrobianos Ampicilina e Ticarcilina. E recomendado que a
resisténcia de Klebsiella aos antimicrobianos Ampicilina, cefazolin, gentamicina e
tobramicina seja monitorada e reportada a FDA ((CLSI), 2017).

Caracterizacdo do género para o controle de malaria por paratransgénese: Nao foram

encontrados relados até o momento.

5.2.6 Género Pantoea

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 16S rRNA das bactérias
isoladas foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de de 99% entre o
isolado bacteriano 2 com espécie de Pantoea dispersa (gh|GQ246183.1) e um agrupamento
filogenético com bootstrap de de 63% entre os isolados bacterianos 27, 28, 33 e 36 com
Pantoea agglomerans. Porém, serdo necessarias analises complementares para afirmar a
espécie desses isolados, uma vez que 28, 33 e 36 amplificaram para 16S rRNA, mas néo foi
possivel classificar taxonomicamente utilizando estas sequéncias, nem mesmo foi possivel
identificar utilizando MALDI-TOF. A identificacdo foi realizada com base no agrupamento
filogenético, pois as bactérias 27, 28, 33 e 36 agruparam no mesmo clado que P.
agglomerans, e com base na identificacdo bioquimica automatizada utilizando 64 provas
bioquimicas no VITEK®2 da Biomérieux.

A identificacdo da bactéria P. dispersa (bactéria 2) foi realizada utilizando tanto 16S
rRNA parcial (regido v4, v5, v6), quanto MALDI-TOF (bioMerieux), técnica utilizada em
laboratérios clinicos (FOSTER, 2013). Ambos métodos foram eficientes para identificacdo de
P. dispersa. Porém, para as bactérias 27, 28, 33 e 36, identificadas como Pantoea sp por
método bioquimico automatizado VITEK®2 (bioMerieux) e que ficaram filogeneticamente
agrupadas no mesmo clado, ndo foi possivel determinar a espécie nem com 16S rRNA parcial
(no banco de dados RDP 16S e refseq BLASTN), nem com MALDI-TOF (bioMerieux),
utilizando o banco de dados atual do fabricante. A bactéria 36 foi identificada como Pantoea
agglomerans utilizando identificagdo bioquimica automatizada CRISTAL BD realizada pela
“Colecao de Bactérias da Amazdénia — CBAM” (inserida na Colecdo Bioldgica do Instituto
Lednidas e Maria Deane, CBILMD).
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Filogeneticamente, a bactéria P. dispersa (bactéria 2), ficou agrupada em um clado
diferente das bactérias 27, 28, 33, 36 e 38 (Figura 17). Estas bactérias foram provisoriamente
tratadas como Pantoea sp pela identificagdo com VITEK®2 (bioMerieux) e Cristal BD. Mas,
as sequéncias obtidas do sequenciamento ndo foram depositadas no GenBank, pois para uma
identificacdo precisa de P. agglomerans sdo necessarias outras analises. Para essa espécie,
Rezzonico e colaboradores (2010), recomendam a tipagem de sequéncia Multilocus (MLST)
ou MALDI-TOF MS Whole-Cell (REZZONICO et al., 2010).

Segundo Rezzonico e colaboradores (2012) utilizando os painéis bioguimicos,
juntamente com seus bancos de dados comumente empregados nos diagnosticos médicos, por
exemplo API system (bioMerieux SA) é dificil diferenciar P. agglomerans de outras espécies
do mesmo género ou mesmo de outros géneros de enterobactérias (REZZONICO et al.,
2012).

Bancos de dados para o sistema sistema APl (bioMerieux SA), ndo possuem
referéncias para discriminar P. agglomerans das outras 13 espécies de Pantoea, ocasionando
falsas identificacbes de P. agglomerans (REZZONICO et al., 2012). Segundo os autores,
estes painéis de identificacdo sdo inadequados para a resolucdo das espécies de Pantoea
(DELETOILE et al., 2009; REZZONICO et al., 2010) e este fato levou a confusio em torno
de sua patogenicidade, pois estudos moleculares baseados em sequenciamento de DNA
refutaram a identidade de vérios isolados clinicos inicialmente relatados como P.
agglomerans (DELETOILE et al., 2009; REZZONICO et al., 2009).

Utilizando 16S rRNA parcial, VITEK®2 e MALDI-TOF n3o foi possivel afirmar a
espécie das bactérias 27, 28, 33, 36 e 38, classificadas provisoriamente como Pantoea sp.
Portanto, estas bactérias deverdo ser enviadas para a identificacdo por um especialista no
género Pantoea.

Taxonomia: Dominio Bacteria; Filo Proteobacteria; Classe Gammaproteobacteria; Ordem
Enterobacteriales; Familia Enterobacteriaceae; Género Pantoea.

Morfologia/caracteristicas de cultura: Gram-negativa, bacilo sem esporos, tamanho de 0.5-
1.3 x 1.0-3.0 um, movel por flagelos peritricosos. Algumas bactérias formam estruturas
agregadas chamadas simplasmata. As colbnias desenvolvidas em agar nutriente sdo lisas,
transldcidas, e mais ou menos convexas, com margem inteira. Ndo pigmentado ou amarelo,
bege palido, ou ainda col6nias amarelas avermelhadas palidas. Anaerdbios facultativos,
temperatura de crescimento 30-37 °C. Crescem em meios: agar nutriente ou caldo nutriente;

Agar Triptona de Soja (TSA)+ 5% de sangue de carneiro; meio LuriaBertani.
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Ecologia: Amplamente distribuidos na natureza. Isolados de &gua, solo, plantas e fezes de
animais e humanos.

Patogenicidade: Em geral ndo é considerada patogénica. Oportunista (ABIS, [s.d.]).
Resisténcia a antimicrobianos: N&o possui resisténcia intrinseca a antimicrobianos. N&o
consta no CLSI 2017((CLSI), 2017).

Caracterizacdo do género para o controle de maléria por paratransgénese:

Pantoea € considerada um simbionte natural de mosquitos. Podem colonizar varias
espéecies de mosquitos e é facilmente transformada e cultivada. Assim, Pantoea tem sido
proposta para aplicagdes em paratransgénese (BISI; LAMPE, 2011; DJADID et al., 2011).

Wang et al (2012) relataram a presenca de P. agglomerans no limen do intestino
médio de Anopheles. Estas bactérias foram modificadas geneticamente para produzir
proteinas efetoras anti-Plasmodium que tornam o mosquito hospedeiro refratario a infeccdo de
maléria. Esses autores também relataram que linhagens engenheiradas de P. agglomerans
foram capazes de inibir o desenvolvimento de Plasmodium falciparum em até 98% (WANG
et al., 2012). Além disso, Wang e colaboradores (2012) relataram que o numero de bactérias
P. agglomerans aumentou mais de 200 vezes durante os 2 primeiros dias apds a alimentacdo
sanguinea (WANG et al., 2012), fato que é vantajoso, pois aumentando a quantidade de
bactérias, consequentemente é possivel aumentar a expressao de peptideos anti-Plasmodium.
Além disso, bactérias Gram-negativas, como P. agglomerans reduzem a infec¢do por P.
falciparum de An. stephensi (PUMPUNI et al., 1996; PUMPUNI C. B., BEIER M.S,,
NATARO J.P., GUERS L.D., 1993).

Entre as vantagens de utilizagdo de P. agglomerans como candidata a
paratransgénese podemos citar que a bactéria ndo é patogénica a humanos, sobrevive a varias
passagens no trato digestério de Anopheles e esta colonizacdo persistepor até 2 semanas apds
ingestdo da bactéria. Ainda, ela é naturalmente encontrada em diversas espécies de mosquito,
incluindo Anopheles sp (RIEHLE et al., 2007).

5.2.7 Género Serratia

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 16S rRNA das bactérias
isoladas foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de 99% entre entre
os isolados bacterianos 29, 31, 32, 37, 38, 46, 47, 48 e 49 com espécies de Serratia
marcescens (gh|AB061685.1) e um agrupamento filogenético com bootstrap de 99% entre 0s
isolados bacterianos 1, 7, 8, 12, 41, 42, 43, 44 e 55 com S. liquefaciens. As bactérias 53 e 54
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ndo amplificaram na PCR da regido 16S rRNA e foram identificadas apenas no MALDI-TOF
como S. liquefaciens.

Taxonomia: Dominio Bacteria; Filo Proteobacteria; Classe Gammaproteobacteria; Ordem
Enterobacteriales; Familia Enterobacteriaceae; Género Serratia.

Morfologia/caracteristicas de cultura: Gram-negativo, bacilos retos, 0.5-0.80 x 9-2.0 um,
ndo esporuladas. Algumas cepas sdo capsuladas. Mdveis por flagelos peritricosos. Algumas
especies produzem um pigmento vermelho insolGvel em agua (prodigiosina). A producdo do
pigmento € variavel e nem todas as cepas produzem. A producéo é influenciada por condi¢cfes
de cultivo (30 °C) e composicdo do meio. As colbnias apresentam de 1 a 3 mm de didmetro,
circular, brilhante, opaca, creme branco suave e com uma margem inteira. Algumas cepas
podem ter um odor de mofo distintivo. Anaerdbios facultativos, temperatura de crescimento
de 20-35 °C (intervalo pode variar de 10 a 40 °C). N&do necessitam de fatores de crescimento.
Meios: Agas nutriente ou Caldo Nutriente, Agar Triptona de Soja (TSA) * 5% de sangue de
carneiro, Mac Conkey Agar, Agar Leite.

Ecologia: Espécies de Serratia estdo amplamente distribuidas na natureza. Isoladas a partir de
amostras clinicas, agua, solo, alimentos, humanos e animais, principalmente a partir de feridas
e no trato respiratorio (mais frequentemente S. marcescens) também de moluscos e insetos.
Patogenicidade: S. marcescens, S. liquefaciens, S. grimesii podem causar osteomielite,
peritonite, pneumonia, ceratite, conjuntivite, infec¢bes do trato urinario, septicemia, infeccdes
de feridas, infeccbes nosocomiais. ldosos e recém-nascidos sdo mais suscetiveis. S. ficaria
predominantemente podem causar infeccdes biliares e sepse em areas que cultivam arvores de
figo. A patogenicidade ndo é muito clara (ABIS, [s.d.]).

Resisténcia a antimicrobianos: N&o possui resisténcia intrinseca a antimicrobianos ((CLSI),
2017).

Caracterizacéo do género para o controle de maléaria por paratransgénese:

Serratia marcescens HB3 inibe o desenvolvimento do Plasmodium dentro do
intestino médio do mosquito An. stephensi interrompendo a invasdo do oocineto através das
células epiteliais do intestino médio. Os autores do estudo supracitado observaram que S.
marcescens cepa HB3 deve ser introduzida de maneira continua ao inseto vetor para exercer
esta acdo. Isso indica que podem existir fatores de estresse ativos, tais como imunidade inata,
qgue modulam a dindmica das populacdes de Serratia dentro do ambiente fechado do intestino
médio do mosquito (BANDO et al., 2013). S. marcescens também bloqueia o
desenvolvimento esporogdnico de P. vivax em An. albimanus (GONZALEZ-CERON et al.,

2003). Além disso, reduz a susceptibilidade de An. stephensi a infecgdo por P. falciparum.



93

Recentemente, Serratia marcescens AS1 foi geneticamente modificada para secrecéo
de proteinas efetoras anti-Plasmodium e as cepas recombinantes inibiram o desenvolvimento

de Plasmodium falciparum em mosquitos (WANG et al., 2017).
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5.2.8 Género Acinetobacter

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 16S rRNA das bactérias
isoladas foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de 100% entre 0s
isolados bacterianos 9, 10, 11, 13, 14, 15 e 16 com uma bactéria Acinetobacter baumannii
(gh|KU922292.1).

Taxonomia: Dominio Bactéria; Filo Proteobacteria, Classe Gammaproteobacteria, Ordem
Pseudomonadales, Familia Moraxellaceae, Género Acinetobacter.

Morfologia/caracteristicas de cultura: Bastonetes Gram-negativos (0.91.6-1.5 x 1,5-2,5
pm), tornando-se esférica na fase estacionaria de crescimento. Agrupadas em pares ou em
cadeias. Nao moveis, mas podem exibir motilidade por contracdo. Temperatura 6tima de
crescimento varia entre 33-35°C. Alguns podem néo crescer a 37 °C. Aerdbico.

Ecologia: Encontrada principalmente em agua e solo. Em mosquitos, a presenca de
Acinetobacter no intestino de mosquitos aumenta consideravelmente apds alimentacdo
sanguinea quando comparada a alimentacdo acucarada dos mosquitos adultos (ZAYED;
BREAM, 2004).

Patogenicidade: A maioria das espécies de Acinetobacter estdo associadas a bacteriemia,
infecgBes pulmonares, meningites, diarréia e infeccbes nosocomiais e portanto sdo um
problema para satide humana. Além disso, sdo responsaveis pelo rapido desenvolvimento de
resisténcia a uma ampla gama de antimicrobianos (ABIS, [s.d.]; DOUGHARI et al., 2011).
Resisténcia a antimicrobianos: Acinetobacter baumannii possui a caracteristica de carregar
resisténcia intrinseca aos antibidticos: Ampicilina, amoxicilina+clavulanato, aztreonan,
ertapenen, trimethoprim, clorofenicol e fosfomicina. Porém, ndo existe recomendacdo que
estas a resisténcias sejam reportadas a FDA ((CLSI), 2017).

Caracterizacdo do género para o controle de maléaria por paratransgénese:

N&do foram encontrados relados até o momento. Apesar de Acinetobacter sp ser encontrada
frequentemente no intestino de mosquitos ndo é recomendada para realizagdo de
paratransgénese porque estd altamente associada com bacteremia, infeccbes pulmonares,
meningites, e rapido desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos (RAHARIMALALA
etal., 2016).

Acinetobacter sp aumenta a resisténcia de An. gambiae ao desenvolvimento de Plasmodium,
em parte através da inducdo da via de Imd (BAHIA et al., 2014b).

Além disso, 20 isolados foram enviados para deposito na “Colecdo de Bactérias do

Ambiente ¢ Saude (CBAS)”, do Laboratério Interdisciplinar de Pesquisas Médicas do
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Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. Até o presente momento, aguardamos o numero de
depdsito das linhagens na cole¢cdo CBAS (bactérias 1, 2, 3, 4, 7, 8, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 27,
28, 30, 33, 36, 39, 41 e 44).

5.3 ISOLAMENTO DE LEVEDURAS PRESENTES NAS FEZES DE Anopheles

darlingi

Foram selecionadas 60 col6nias leveduriformes a partir das fezes de fémeas de
mosquito An. darlingi selvagens (Figura 19). Estas leveduras foram identificadas com
nameros ordinais que correspondem a ordem na qual elas foram coletadas.

Para o isolamento de leveduras a partir de diferentes amostras ambientais, técnicas
seletivas sdo utilizadas para a recuperacdo de leveduras, empregando meios que permitem que
as leveduras cresgcam enquanto suprime bolores e bactérias. Na composi¢do desses meios de
cultura adiciona-se antibidticos para suprimir bactérias (KURTZMAN; FELL, 1998). No
trabalho aqui desenvolvido foi utilizado cloranfenicol para inibir o crescimento de bactérias.
Segundo Kurtzman e Fell (1998), leveduras nunca ocorrem naturalmente em culturas puras, e
um equilibrio deve ser atingido entre o desejo de identificar todos os componentes,
independentemente da abundancia, e a necessidade de reconhecer quais componentes séo
mais frequentes. Assim, protocolos de coleta préprios para ecologia de leveduras devem ser
formulados para se obter um nimero suficiente de amostras para a descri¢do da riqueza de
espécies de leveduras (KURTZMAN; FELL, 1998). O método desenvolvido para este estudo
permitiu descrever a riqueza de espécies de leveduras a partir das fezes de An. darlingi e a
obtencdo de culturas puras em meio YPD com cloranfenicol.

Santos (2003) também argumenta sobre a necessidade de desenvolver estratégias de

inventario e monitoramento rapido da diversidade biolégica. Ele diz que, devido a altissima
diversidade de microrganismos que podem ser encontrados em qualquer ambiente por menor
e aparentemente simples que seja, é praticamente impossivel determinar a sua riqueza total. A
Unica opcdo factivel € inventariar alguns grupos taxonémicos e algumas caracteristicas fisicas
do ambiente (um intervalo de condigdes e recursos), na tentativa de construir uma viséo geral
sobre toda a biota. O que se espera desses organismos selecionados para o inventario é que
sua diversidade em um determinado local reflita pelo menos uma parte dos componentes da
diversidade total (Pearson, 1994). Mas isso ndo significa que taxons nao selecionados nao
sejam importantes e é necessario concentrar esforgos em alguns grupos (SANTQOS, 2003).
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Figura 19 — Amostras de leveduras isoladas a partir das fezes de fémeas Anopheles darlingi selvagens e

colbnias puras obtidas com 0 método de estriamento em placa de Petri

A: Amostras de leveduras que cresceram a partir das fezes de fémeas Anopheles darlingi selvagens apés 48
horas de cultivo em meio YDP com cloranfenicol a 30°C. B: Amostras de trés isolados leveduriformes. C:
coldnias das leveduras 24 (Candida), 42 (Metschnikowia), 51 (Papiliotrema), 53 (Pseudozyma), 55 (Candida)
e 58 (Rhodotorula).
5.4 IDENTI FICAQAO E CARACTERIZAQAO DE LEVEDURAS PRESENTES

NAS FEZES DE Anopheles darlingi

Das 60 amplificacGes realizadas para a regido D1/D2 do 26S rRNA de leveduras, 27
tiveram amplificacdo entre 400 e 700 nucleotideos (Figuras 20 e 21 e Tabela 6) e 26 para
analise da regido ITS (Figura 22 e Tabela 6) sendo identificados nove géneros de leveduras:
Pseudozyma, Moesziomyces, Papiliotrema (=Cryptococcus), Meyerozyma (=Pichia), Diutina,
Rhodotorula, Candida, Hanseniaspora e Metschnikowia. O isolado 46 foi identificado apenas
pela regido 26S rRNA pois ndo amplificou a PCR para a regido ITS.

Um total de 53 sequéncias foram submetidas ao GenBank referente as sequéncias
consenso curadas das regifes utilizadas para as identificagdes (Tabela 6). Estas sequéncias

apresentaram similaridades superiores a 97% quando comparadas com sequéncias depositadas
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nos bancos de dados utilizados, e apresentaram agrupamentos filogenéticos com bootstrap
acima de 90% quando 1000 aleatorizagdes foram realizadas (Figuras 23, 24 e 25).

A combinacdo das identificacfes utilizando 2 regiées moleculares, regido D1/D2 do
26S rRNA e ITS foi crucial para a determinacdo das espécies pertencentes a0 mesmo género,
mas que ficaram agrupadas em clados diferentes nas arvores filogenéticas elaboradas. Para as
espécies de Candida e Pseudozyma, a analise da regido ITS gerou agrupamentos filogenéticos
consistentes e assim foi possivel a determinacdo das espécies das leveduras isoladas (Figuras
23, 24 e 25).

O estudo de leveduras em anofelinos, inclusive An. darlingi, ainda é uma frente de
pesquisa incipiente, mas leveduras simbiontes foram encontradas em associagdo com uma
ampla gama de insetos, incluindo, vespas, abelhas e besouros (BENDA, 2008; GIBSON;
HUNTER, 2009; ROSA et al., 2003; TORTO et al.,, 2007). Invertebrados dependem de
microrganismos para varias fungdes metabdlicas, incluindo a sintese de aminoécidos,
vitaminas, lipideos, esterois e ferormonios, até mesmo degradacdo de substrato alimentar, e
detoxificacdo de compostos (SUH et al., 2003).

Apesar de ndo haver relatos do isolamento ou associacdo de leveduras com An.
darlingi, trés dos géneros encontrados em An. darlingi também ocorreram em An. stephensi:
Candida, Hanseniaspora e Wickerhamomyces (=Pichia) (RICCI et al., 2011). E importante
observar que para registrar esses trés géneros de leveduras cultivaveis, Ricci e colaboradores
(2011) triaram 100 col6nias puras isoladas, empregando em suas rotinas meios de cultura YM
e PDB e o cultivo a 30 °C. A riqueza de trés espécies por eles registradas € menor que a
descrita aqui, provavelmente devido ao fato de terem amostrado leveduras de mosquitos
nascidos em laboratorio. Aqui, além dos trés géneros de leveduras relatados por Ricci e
colaboradores (2011), registrou-se a ocorréncia de outros seis géneros de leveduras:
Pseudozyma, Moesziomyces, Papiliotrema (=Cryptococcus), Diutina, Rhodotorula e

Metschnikowia, ao se investigar fezes de mosquitos selvagens da Amazonia brasileira.



98

Figura 20- Amplificado da regido D1/D2 do 26S rRNA das leveduras de 1 a 35 que foram isoladas a partir das fezes de fémeas de Anopheles darlingi
selvagens

M C 1 4 5 7 8 9 10 12 13 14 15 M M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

0,85 kb

0,65 kb
- >




99

Figura 21- Amplificado da regido D1/D2 do 26S rRNA das leveduras de 36 a 60 que foram isoladas a partir das fezes de fémeas de Anopheles darlingi
selvagens
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M- Marcador 1KB Plus da Invitrogen. Gel de agarose 1,5%. T — Tamp&o de amostra.



100

Figura 22 - Amplificados da regido ITS do rRNA das leveduras de 7 a 60 que foram isoladas a partir das
fezes de fémeas de Anopheles darlingi selvagens
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M- Marcador 1KB Plus da Invitrogen. A seta indica banda referente a 1Kb. Gel de agarose 1,5%.
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Tabela 6- Leveduras identificadas utilizando sequéncia D1/D2 do 26S rRNA e ITS. As leveduras foram isoladas a partir das fezes de fémeas Anopheles darlingi
selvagens oriundas de Porto Velho, RO.

26S ITS
Filo/
Amostra . . Acessoda o Acesso da o
Classe/ Espécie identificada . Similaridade Codigo de acesso o o Codigo de acesso
. n° sequéncia ) sequéncia ITS Similaridade i
Familia % do téxon do taxon
26S no . . no % ) .
mais relacionado mais relacionado
GenBank* GenBank*
ASCOMYCOTA
Saccharomycetes
Debaryomycetaceae 24 Candida metapsilosis MF940152 99,8 KY106574.1 MF940118 98,8 FJ8720192
29 Candida metapsilosis MF940154 99,8 KY106574.1 MF940120 98,9 FJ872019?
36 Candida metapsilosis MF940158 99,8 KY106574.1 MF940124 98,95 FJ872019?
55 Candida metapsilosis MF940166 99,8 KY106574.1 MF940131 100 KY102208
35 Candida orthopsilosis MF940157 100 FN812686.1 MF940123 100 FM178394
23 Candida parapsilosis MF940151 100 KT282393.1 MF940117 100 AY391843
49 Candida oleophila MF940163 100 U45793.1 MF940128 100 HQ876045
Meyerozyma
38 guilliermondii= Pichia MF940159 100 JQ689047.1 MF940125 100 KC119205
guilliermondii

Meyerozyma caribbica=
28 MF940153 100 NG 054806.1 MF940119 100 FN428931
Pichia_caribbica

Meyerozyma caribbica=
30 o o MF940155 100 NG 054806.1 MF940121 100 FN428931
Pichia_caribbica

Meyerozyma caribbica=
33 MF940156 100 NG 054806.1 MF940122 100 FN428931
Pichia_caribbica



Metschnikowiaceae

Saccharomycodaceae

BASIDIOMYCOTA
Microbotryomycetes
Sporidiobolaceae

Tremellomycetes
Tremellaceae
Ustilaginomycetes

Ustilaginaceae

59

42%*
48**
57
60

58

51

12

13

14

46***

10

Diutina catenulata
=Candida catenulata
Metschnikowia koreensis
Metschnikowia koreensis
Hanseniaspora opuntiae
Hanseniaspora opuntiae

Rhodotorula mucilaginosa

Papiliotrema laurentii=

Cryptococcus_laurentii

Moesziomyces antarcticus
=Pseudozyma antarctica
Moesziomyces antarcticus
=Pseudozyma antarctica
Moesziomyces antarcticus
=Pseudozyma antarctica
Moesziomyces antarcticus
=Pseudozyma antarctica
Moesziomyces antarcticus
=Pseudozyma antarctica
Pseudozyma parantarctica

Pseudozyma parantarctica

MF940170

MF940160
MF940162
MF940167
MF940171

MF940168

MF940169

MF940145

MF940148

MF940149

MF940150

MF940161

MF940146
MF940147

100

100
100
100
99,8

100

100

99,8

99,8

99,8

99,8

99

100
100

CBS 564

KF059236.1
KF059236.1
KC111447.1
KC111447.1

KF411551.1

AY315663.1

AJ235302.1

AJ235302.1

AJ235302.1

AJ235302.1

AJ235302.1

AB089357.1
AB089357.1

MF940135

MF940126
MF940127
MF940132
MF940136

MF940133

MF940134

MF940111

MF940114

MF940115

MF940116

MF940112
MF940113

100

96,3
97,33
100
100

100

100

97,11

97,17

97,19

97,25

99,86
99,7

AY493436

KF059236
KF059236
FM199951
FM199951

KP132585.1

FN428903

AY641557

AY641557

AY641557

AY641557

JN942671
JN942671

102



103

50 Pseudozyma hubeiensis MF940164 99,8 KY108956.1 MF940129 97,65 DQ008954
53 Pseudozyma hubeiensis MF940165 99,8 KY108956.1 MF940130 97,65 DQ008954

*Estes numeros de acesso do GenBank somente estardo disponiveis apés 30 de setembro de 2018 ou apds a publicagéo do artigo contendo esta informacao, o que

vier primeiro. Amostras que ndo amplificaram: 1, 4, 5, 7, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 25, 26, 27, 31, 32, 34, 37, 39, 40, 41, 43, 44, 45, 47, 52, 54 e 56. Amostras que
ndo possuem DNA: 2, 3, 6 e 11. **arvore pata ITS separada. ***N&o amplificou para ITS. 2 — A sequéncia FJ872019 nao esta representada na arvore filogenética
construida com sequéncias ITS por ndo haver agrupamento dessa sequéncia com o clado das leveduras 24, 29 e 36.
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Figura 23 — Arvore filogetética dos taxa das leveduras identificados utilizando a sequéncia 26S rRNA. As
leveduras foram coletadas em fezes de fémeas de Anopheles darlingi na regido rural de Porto Velho,

Rondbnia, Brasil.

Levedura 29|gb|MF9240154|Candida metapsilosis
Levedura 36|gb|MF940158|Candida metapsilosis
Levedura 24|gb|MF940152|Candida metapsilosis
—— KY106574.1 Candida metapsilosis
u ——> KM103038.1 Candida parapsilosis
Levedura 55|gb|MF940166|Candida metapsilosis
100 — FNB812686.1 Candida orthopsilosis
g4 — Levedura 35|gb|MF940157|Candida orthopsilosis

KT282393.1 Candida parapsilosis
20 495: Levedura 23|gb|MF940151|Candida parapsilosis
100 U45793.1 Candida oleophila
— L Levedura 49|gb|MF940163|Candida oleophila
_68|: JQB89047.1 Meyerozyma guilliermondii
Levedura 38|gb|MF940159|Meyerozyma guilliermondii
NG 054806.1 Meyerozyma caribbica
%0 Levedura 28|gb|MF940153|Meyerozyma caribbica
Levedura 30|gb|MF940155|Meyerozyma caribbica
Levedura 33|gb|MF940156|Meyerozyma caribbica
—— KC111447 1 Hanseniaspora opuntiae
Levedura 57 |gb|MF940167|Hanseniaspora opuntiae
Levedura 80|gb|MF940171|Hanseniaspora opuntiae
— CBS 564 - Candida catenulata (Diutina catenulata)

100 ——— Levedura 58|gh|MF940170|Diutina catenulata
Levedura 42|gb|MF240160|Metschnikowia koreensis

100

100
Levedura 48|gb|MF240162|Metschnikowia koreensis
—— KF059236.1 Metschnikowia koreensis
100 AY315663.1 Cryptococcus laurentii (Papiliotrema laurentii)
60 — 1 Levedura 51|gb|MF940169|Papiliotrema laurentii
_|: KF411551.1 Rhodotorula mucilaginosa
100 Levedura 58|gb|MF940168|Rhodotorula mucilaginosa

60 —— Levedura 50|gb|MF940164|Pseudozyma hubeiensis
L Levedura 53|gb|MF940165|Pseudozyma hubeiensis
KY108956.1 Pseudozyma hubeiensis
100 ——  AB0B9357.1 Pseudozyma parantarctica
Levedura 9|gb|MF940146|Pseudozyma parantarctica
Levedura 10|gb|MF240147|Pseudozyma parantarctica
70 — AJ235302.1 Pseudozyma antarctica (Moesziomyces antarcticus)
Levedura 8|gb|MF940145|Moesziomyces antarcticus
Levedura 12|gb|MF940148|Moesziomyces antarcticus
Levedura 13|gb|MF240149|Moesziomyces antarcticus
Levedura 14|gb|MF240150|Moesziomyces antarcticus
Levedura 46|gb|MF940161|Moesziomyces antarcticus

9N

Relagbes evolutivas dos taxa utilizando sequéncia 26S rRNA. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. Os nimeros sobre os ramos da arvore indicam o valor de bootstrap a partir de
1000 repeticdes. Para esta analise, foram utilizadas 42 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢oes
contendo gaps e dados faltantes foram eliminadas. Existiram 287 posi¢des no final do dataset. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura de 2-parametros. Andlises evolutivas
foram realizadas no Software Mega 7.0.14.
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Figura 24 — Arvore filogetética dos taxa das leveduras identificados utilizando a sequéncia ITS. As
leveduras foram coletadas em fezes de fémeas de Anopheles darlingi na regiéo rural de Porto Velho,

Rondbnia, Brasil.

— @ Levedura 24|gb|MF940152|Candida metapsilosis

& @ Levedura 29|gb|MF940154|Candida metapsilosis
i L @ Levedura 36|gbMF340158|Candida metapsilosis
AY391843.1 Candida parapsilosis
97 —57: Levedura 23|gb|MF940151|Candida parapsilosis

KY102208.1 Candida metapsilosis
—— R Levedura 55|gb|MF940166|Candida metapsilosis
FM178394.1 Candida orthopsilosis
Levedura 35|gb|MF940157|Candida orthopsilosis
HQ876045.1 Candida oleophila
Levedura 49|gb|MF940163|Candida oleophila

—: KC119205.1 Pichia guilliermondii {Meyerozyma guilliermondii)
Levedura 38|gb|MF240159|Meyerozyma guilliermondii

8

i

8

20 &7 FN428931.1 Pichia caribbica (Meyerozyma caribbica)
Levedura 28|gb|MF940153|Meyerozyma caribbica
Levedura 30|gh|MF940155|Meyerozyma caribbica
Levedura 33|gb|MF940156|Meyerozyma caribbica
100 ——— AY493436.1 Candida catenulata (Diutina catenulata)
L Levedura 59|gb|MF940170|Diutina catenulata
FM199951.1 Hanseniaspora opuntiae
Levedura 57|gb|MF240167|Hanseniaspora opuntiae
100 Levedura 60|gb|MF940171|Hanseniaspora opuntiae
100 ———— FN428903.1 Cryptococcus laurentii (Papiliotrema laurentii)
L Levedura 51|gb|MF240169|Papiliotrema laurentii
100 ——— KP132585.1 Rhodotorula mucilaginosa
L Levedura 58|gb|MF240168|Rhodotorula mucilaginosa
Levedura 14|gb|MF940150|Moesziomyces antarcticus
o Levedura 8|gb|MF940145|Moesziomyces antarcticus
9 Levedura 13|gb|MF940149|Moesziomyces antarcticus
Levedura 12|gb|MF940147|Moesziomyces antarcticus
AY641557.1 Pseudozyma antarctica (Moesziomyces antarcticus)
Levedura 50|gb|MF940164|Pseudozyma hubeiensis

100 9 Levedura 53|gb|MF940165|Pseudozyma hubeiensis
DQ008954.1 Pseudozyma hubeiensis
63 JN942671.1 Pseudozyma parantarctica
5 Levedura 10|gb|Pseudozyma parantarctica

Levedura 9|gb|MF940146|Pseudozyma parantarctica

Relages evolutivas dos taxa utilizando sequéncia ITS1 e ITS2 rRNA A historia evolutiva foi inferida
usando 0 método Neighbor-Joining. Os nimeros sobre os ramos da arvore indicam o valor de bootstrap a
partir de 1000 repeti¢des. Para esta anélise, foram utilizadas 37 sequéncias nucleotidicas. Todas as
posicdes contendo gaps e dados faltantes foram eliminadas. Existiram 211 posi¢6es no final do dataset. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura de 2-parametros. Andlises evolutivas
foram realizadas no Software Mega 7.0.14. Os nomes correntes dos taxas sdo apresentados entre
parénteses.
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Figura 25 — Arvore filogetética do género Candida referente aos taxa das leveduras 24, 29 e 36 e taxa
relacionados utilizando a regido ITS rRNA. As leveduras foram coletadas em fezes de fémeas de
Anopheles darlingi na regido rural de Porto Velho, Rondénia, Brasil.

KY102203.1 Candida metapsilosis

KY102208.1 Candida metapsilosis

FJ872019.1 Candida metapsilosis

AJB98049.1 Candida metapsilosis

JQ585714.1 Candida metapsilosis

KY102205.1 Candida metapsilosis

LC317527.1 Candida parapsilosis

AB109277.1 Candida parapsilosis

FM178402.1 Candida metapsilosis

AY391844.1 Candida metapsilosis

24 @ Levedura 55|gb|MF940166|Candida metapsilosis

FM178394.1 Candida orthopsilosis

— @ Levedura 24|gb|MF940152|Candida metapsil osis

=) @ Levedura 29|gb|MF940154|Candida metapsilosis

%7l @ Levedura 36|gbMF940158|Candida metapsilosis
— AY321843.1 Candida parapsilosis

100 ——— @ Levedura 23|gb|MF940151|Candida parapsilosis

HQ876045.1 Candida oleophila

Levedura 51|gb|MF940168|Papiliotrema laurentii

77

&0

Os nimeros sobre os ramos da arvore indicam o valor de bootstrap a partir de 1000 repeti¢cdes. Para esta
analise, foram utilizadas 19 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢des contendo gaps e dados faltantes
foram eliminadas. Existiram 362 posic¢des no final do dataset. As distancias evolutivas foram calculadas
usando o método Kimura de 2-parametros. Analises evolutivas foram realizadas no Software Mega 7.0.14.
Os nomes correntes dos taxas sdo apresentados entre parénteses.

Além desse estudo, apenas Ignatova et al (1996) isolaram e identificaram leveduras de
Anopheles, ao investigarem a flora de leveduras de Aedes, Anopheles e Culex da Ucrania. O
segundo estudo registrou as leveduras Candida famata, C. (=Yarrowia) lipolytica,
Rhodotorula sp e Cryptococcus sp e concluiu que as linhagens estudadas fazem parte da
microflora normal do mosquito (IGNATOVA et al., 1996). Porém, ndo foi possivel
determinar na fonte bibliogréfica disponivel quais espécies de leveduras ocorreram para cada
espécie de mosquito investigada. Os outros trabalhos relacionados com leveduras em
Anopheles sdo estudos para controle simbidtico e paratransgénese utilizando W. anomalus ou
citacGes em artigos de revisdo (CAPPELLLI et al., 2014; MANCINI et al., 2016; RICCI et al.,
2012a, 2012b).

Considerando-se outros mosquitos, alguns géneros encontrados em An. darlingi foram
encontrados em outras espécies de mosquito. Muturi et al (2016) coletaram mosquitos Aedes
triseriatus e Ae. japonicus selvagens em lIllinois, EUA, e estudaram a microbiota associada a
esses insetos com a dissecgdo do intestino seguida de estudos de metagenémica. Esses autores

registraram bactérias, bolores e leveduras no intestino de mosquitos Aedes, incluindo a
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presenca de Meyerozyma. Gusmdo et al (2010), conduziram o primeiro trabalho de
identificacdo de leveduras no intestino e ovario de mosquitos. Para isto utilizaram coldnia de
laboratdrio de Ae. aegypti (linhagem Rockfeller) e identificaram leveduras do género Pichia e
Candida.

Espécies isoladas dentre os géneros encontrados no intestino de An. darlingi, também
foram encontradas por Steyn e colaboradores (2006) associadas a duas espécies do género
Culex, na Africa do Sul. Os autores registraram, com o emprego da analise dos genes ITS e
D1/D2 mais de uma dezena de espéecies de leveduras, com destaque para Meyerozyma
guillermondii, Rhodotorula mucilaginosa e Candida parapsilosis (STEYN; ROETS;
BOTHA, 2016). Esses autores também relataram que a comunidade de leveduras associada a
Culex pipens apresentou diferentes composicao de espécies conforme o estagio ontogenético
de desenvolvimento. Portanto, observa-se que alguns géneros, ou mesmo espécies, de
leveduras sdo compartilhados entre os mosquitos de diferentes espécies e de diferentes
regides.

A presenca de leveduras associadas a mosquitos e a outros insetos tem sido
investigada para a descricdo da microbiota residente no intestino desses animais e, também,
para o desenvolvimento de solu¢Bes biotecnoldgicas diversas, inclusive para paratrangénese
(HUGHES et al., 2011; MUTURI et al., 2016). Por exemplo, algumas espécies de
Phlebotomus sp, coletados em ambiente natural no Ird, foram investigadas com foco na
descricdo das espécies de bactérias e leveduras que colonizavam o intestino dissecado e a
cuticula desses insetos (AKHOUNDI et al., 2012). Esses autores realizaram a identificacdo
das espécies com analise morfoldgica e testes bioquimicos e relataram apenas uma espécie de
levedura no intestino desses insetos, Candida albicans. Porém, outros fungos bolores dos
géneros Penicillium, Aspergillus e Acremonium foram registrados.

Como as leveduras isoladas neste trabalho podem ser dispersadas pelas fezes de An.
darlingi, assim como ocorre com outros insetos (ENGEL; MORAN, 2013) como Drosophila
(CHANDLER; EISEN; KOPP, 2012), isso pode ser vantajoso para uma futura aplicacéo
biotecnoldgica das espécies isoladas a partir desse material, pois outras leveduras como
Saccharomyces cereviseae, sdo digeridas quando utilizadas para alimentar larvas de
mosquitos Aedes (SOUZA et al., 2016).

Os 7 géneros de leveduras identificados neste trabalho estdo distribuidos em 6
familias: dois géneros pertencem a familia Debaryomycetaceae: Candida e Meyerozyma, um
pertence a familia Metscnikowiaceae: Metschnikowia, um pertence a familia

Saccharomycodaceae: Hanseniaspora, um pertence a familia Sporidiololaceae:
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Rhodotorula, um pertence a familia Tremellaceae: Cryptococcus, e um pertence a familia
Ustilaginaceae: Pseudozyma.

5.4.1 Género Candida

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 26S rRNA(D1/D2) das
leveduras isoladas foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de 100
% entre os isolados 23, 24, 29, 35 e 36 com leveduras do género Candida.

O isolado 23 ficou agrupado com C. parapsilosis (CBS2152), o isolado 35 ficou
agrupado com C. orthopsilosis (gh|FN812686.1) e os isolados 24, 29, 36 e 55 ficaram
agrupados com C. parapsilosis (gb|KM103038.1) e C. metapsilosis (gb|KY106574.1) (Figura
23).

O isolado 49 ficou agrupado em um clado a parte juntamente com C. oleophila
(U45793.1) e o0 agrupamento teve um bootstrap de 100%.

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de ITS rRNA das leveduras
isoladas, o agupamento dos isolados com espécies do mesmo género foi mantido, porém o
valor de bootstrap foi superior para 0s agrupamentos das espécies.

O isolado 23 ficou agrupado com C. parapsilosis (AY381843.1) com bootstrap de

67%. O isolado 55 ficou agrupados com C. metapsilosis (KY102208.1) com bootstrap de
92%. O isolado 35 ficou agrupado com C. orthopsilosis (FM178394.1) com bootstrap de
95%. O isolado 49 ficou agrupado com C. oleophila (HQ876045.1) com bootstrap de 83%.
Os isolados 24, 29 e 36 ficaram em um clado que apresentou um bootstrap de 65%, mas nédo
ficaram agrupados com nenhuma das sequéncias testadas. No entanto, no GenBank, foram
98,8% similares a C. metapsilosis (Tabela 6). Destaca-se que o isolado 59 ficou agrupado com
Candida (Diutina) catenulata (AY493436.1) com bootstrap de 100 % em um agrupamento
filogenético separado dos outros isolados de Candida. E esse fato se repetiu com a utilizagédo
da outra regido génica analisada. Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de
ITS rRNA a levedura 59 ficou agrupada com C. catenulata (AY493436.1) com bootstrap de
100 % (Figura 24 e 25).
Taxonomia: Dominio Fungi, Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem
Saccharomycetales, Familia  Saccharomycetaceae, Género Candida (IMA:
INTERNATIONAL MYCOLOGICAL ASSOCIATION, 2016; RATNASINGHAM;
HEBERT, 2007).
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Morfologia/caracteristicas de cultura: Células sdo globosas, elipsoidais, cilindricas ou
alongadas, ocasionalmente ogival, triangular, ou lunar. A reproducdo é por brotamento
holoblastico. Pseudohifas e hifas septadas podem ser formadas. A parede celular é de
ascomicetos e de duas camadas. Balistoconidio ou artroconidio ndo sdo formados. Compostos
starch-like ndo sdo produzidos. Reacdo para Diazoniumblue B é negativa. Xylose, ramnose e
fucose ndo estdo presentes nos hidrolizados celulares.

Ecologia: No Brasil, Candida (Pseudozyma) antarctica foi isolada de flores e nectarios
extraflorais ede Drosophila fascicola, D. quadrum e D. sp no Rio de Janeiro. C. parapsilosis
foi encontrada em D. fascicola em floresta tropical atlantica e na floresta amazonica associada
ao fruto Parahancornia amapa (MORAIS; PAGNOCCA; ROSA, 2006). C. albicans e
C.tropicalis, C. parapsilosis ndo sdo patégenos humano obrigatdrio, tendo sido isolado de
fontes ndo-humanas, como animais domésticos, insetos ou solo. C .parapsilosis também é um
comensal humano normal e é um dos fungos mais frequentemente isolados das maos humanas
(TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008). C. catenulata foi isolada de humanos, de tripa
de frango; de pele, de solo entre outros ambientes (MEYER; PAYNE; YARROW, 1998)
Patogenicidade: C. catenulata foi isolada de paciente com disenteria (MEYER; PAYNE;
YARROW, 1998). C. parapsilosis, C. metapsilosis e C. orthopsilosis sdo consideradas
patégenos a seres humanos.

Resisténcia a antimicrobianos: N&o foram encontrados relatos até o0 momento.
Caracterizacdo do género para o controle de malaria por paratransgénese: Nao foram

encontrados relatos até o momento.

5.4.2 Género Meyerozyma (=Pichia)

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 26S rRNA(D1/D2) das
leveduras isoladas, foi possivel observar um agrupamento filogenético entre o isolado 38 com
levedura M. guilliermondii (gh}JQ689047.1). Além disso, os isolados 28, 30 e 33 ficaram
agrupados com M. caribbica (Figura 23). Na arvore filogenética construida a partir das
sequéncias de ITS rRNA das leveduras isoladas o isolado 38 se manteve agrupado com a
levedura M. guilliermondii (gb|KC1192205.1) com bootstrap de 95 % e os isolados 28, 30 e
33 se mantiveram agrupados com M. caribbica com bootstrap de 95 % (Figura 24).
Taxonomia: Dominio Fungi, Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem
Saccharomycetales, Familia Debaryomycetaceae, género Meyerozyma. Pichia guilliermondii
Wick., Journal of Bacteriology 92: 1269 (1966) [MB#337010]=Meyerozyma guilliermondii
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(Wick.) Kurtzman & M. Suzuki, Mycoscience 51 (1): 7 (2010) [MB#513463]. Meyerozyma
caribbica (Vaughan-Mart., Kurtzman, S.A. Mey. & E.B. O'Neill) Kurtzman & M. Suzuki,
Myecoscience 51 (1): 8 (2010) [MB#513462]. Basiénimo: Pichia caribbica (IGNATOVA et
al., 1996) (IMA: INTERNATIONAL MYCOLOGICAL ASSOCIATION, 2016).
Morfologia/caracteristicas de cultura: Reproducdo assexuada € por brotamento lateral sobre
uma base estreita. Algumas espécies podem também formar artroconidios. Células séo
esferoidais, elipsoidais ou alongadas e ocasionalmente podem ser oblongas, mas elas néo tém
formas de ogivas. Hifas e pseudohifas podem ser produzidas por algumas espécies. Asco
produz de 1 a 4 (raramente mais) ascoporos que podem ter forma de chapéu (galeate),
hemiesferoidal ou esferoidal com uma saliéncia. Geralmente os ascos sdo deliquescentes, mas
ocasionalmente eles sdo persistentes. Ascos sdo nao conjugados, ou se conjugados, eles
podem mostrar conjugacao entre o broto e o parental ou entre células independentes. Hifas ou
pseudohifas podem servir como asco, mas eles ndo tornan-se turgidos ou fusiforme. Ascos
ndo sdo nascidos sobre o ascoforo. As espécies sdo homotalicas ou heterotalicas. AgUlcares
podem ser fermentados. Nitrato pode ser assimilado. Reacdo Diazonium blue B é negativa
(KURTZMAN, 1998)

Ecologia: W. anomalus foram isoladas de diversos habitats e, recentemente, de insetos.
Pichia caribbica foi isolada de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)(GUSMAO et al., 2007).
Além disso, varias espécies de levedura do género Pichia foram isoladas em flores de Ipomea
spp em planicies costeiras arenosas no Rio de Janeiro, e isoladas a partir de Drosophila tanto
na floresta atlantica, como na floresta amazénica (MORAIS; PAGNOCCA; ROSA, 2006).
Pichia caribbica (HQ222812) produz xilitol (MUKHERJI; JOSHI-NAVARE; PRABHUNE,
2013).

Patogenicidade: Nao foram encontrados relados até o momento.

Resisténcia a microbianos: Nao foram encontrados relados até o0 momento.

Caracterizacdo do género para o controle de malaria por paratransgénese: No mosquito
da maléria, An. stephensi, essas leveduras foram detectadas no intestino médio e nas génadas
do mosquito. A levedura associada a mosquitos W. anomalus WaF17.12 possui uma atividade
antimicrobiana, que torna essa levedura um potencial como agente para o controle simbidtico
da malaria. Sdo capazes de produzir um KT em um meio sem celulas (in vitro) bem como no
corpo do mosquito (in vivo) (CAPPELLI et al., 2014b).

Potencial biotecnoldgico: Wickerhamomyces anomalus tem sido investigada por varios anos
por seu amplo potencial biotecnoldgico, especialmente para aplicagbes na industria de

alimentos. Especificamente, a atividade antimicrobiana dessa levedura, associada a producgéo
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de Toxinas Killer (KTs). Estas chamadas leveduras "assassinas", mostraram ser altamente
competitivas no meio ambiente (GUSMAO et al., 2007). Meyerozyma guilliermondii
(sinonimia de Pichia guilliermondii) foi relatada na regido amaz6nica em associagdo com
abdémen de térmites (MATOS et al., 2014). Estas leveduras se destacaram por fermentar D-
xilose, fato que favorece o desenvolvimento de novas ferramentas para a bioconversdo da
biomassa lignoceluldsica para combustiveis e outros produtos quimicos de valor agregado. O
trabalho de Matos et al. (2014) foi o primeiro a relatar espécie M. guilliermondii associada
com cupins no habitat amazonico. Além disso, esta levedura apresenta outros potenciais
biotecnoldgicos (PAPON et al., 2013).

5.4.3 Género Metschnikowia

As leveduras 42 e 48 pertencem a espécie M. koreensis, pois apresentaram a
identidade de 98% contra acessos do GenBanK. Na arvore filogenética construida a partir das
sequéncias de 26S rRNA(D1/D2) das leveduras isoladas foi possivel observar um
agrupamento filogenético com bootstrap de 100 % entre os isolados 42 e 48 com a levedura
M. koreensis (gh|KF059236.1) (Figura 23). Foi construida uma arvore filogenética separada
para os isolados 42 e 48 utilizando os marcadores ITS (Figura 26). Nesta arvore foi possivel
observar o agrupamento das leveduras 42 e 48 com leveduras M. koreensis (gh|KF059236.1 e
(gb|KF059237.1) com bootstrap de 100%.

Taxonomia:  Fungi, Filo  Ascomycota,  Saccharomycotina, = Saccharomycetes,
Saccharomycetidae, Saccharomycetales, Familia Metschnikowiaceae, Género Metschnikowia
(IMA: INTERNATIONAL MYCOLOGICAL ASSOCIATION, 2016).
Morfologia/caracteristicas de cultura: Células sdo esferoidais a elipsoidais, bem como
piriforme, cilindrica ou lunar. Pseudomicelio é rudimentar, raramente faltando. Ascos séo
alongados em forma de clava, esferopedunculado ou elipsoidepedunculado. Ascosporos séo
em forma de agulha atenuada em uma ou ambas as extremidades e sem um apéndice em
forma de chicote. Sdo foramdos 1 ou 2 esporos por Asco, dependendo da espécie. reproducéo
vegetativa é por brotamento lateral. Aglcares sdo fermentados pela maioria das espécies.
Nitrato ndo é assimilado. O sistema de ubiquinona € coenzima Q-9. Reacdo de Diazonium
blue B é negativa.

Ecologia: Esta espécie foi isolada pela primeira vez em flores na Koreia (HONG et al., 2001).
Algumas espécies sdo parasitas em invertebrados, ou tem vida livre em habitats aquaticos;

outros séo terrestres, de vida livre e frequentemente associadas a flores (MILLER; PHAFF,
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1998). Séo leveduras de néctar obtidas a partir de néctar floral de plantas tropicais (CANTO;
HERRERA; RODRIGUEZ, 2017).

Patogenicidade: Nao foram encontrados relados até o0 momento.

Resisténcia a antimicrobianos: Nao foram encontrados relados até 0 momento.
Caracterizacdo do género para o controle de malaria por paratransgénese: Nao foram
encontrados relados até o0 momento.

Potencial biotecnoldgico: Sdo leveduras utilizadas para a producdo de vinhos e outras
bebidas fermentadas (PETRUZZI et al., 2017; VARELA et al., 2016). Além disso, possuem
potencial redox e por isso tem sido estudada para utilizagdo na indistria de quimica fina
(MEENA et al., 2014; SINGH; CHISTI; BANERJEE, 2011).

Figura 26 — Arvore filogetética do género Metschnikowia referente aos taxa das leveduras 42 e 48,
identificados utilizando a regido ITS rRNA. As leveduras foram coletadas em fezes de fémeas de
Anopheles darlingi na regido rural de Porto Velho, Ronddnia, Brasil.

9 Levedura 42|gh|MF940126|Metschnikowia koreensis
Levedura 48|gb|MF940127|Metschnikowia koreensis
KF059236.1 Metschnikowia koreensis strain 3FAR3 ITS

KF059237.1 Metschnikowia koreensis strain 7FAR3 ITS rDNA

— Levedura 49|gb|MF940163|Candida oleophila

Levedura 8|gb|MF940111|Pseudozyma antactica

|_|
0.060

Os nimeros sobre os ramos da arvore indicam o valor de bootstrap a partir de 1000 repeti¢des. Para esta
analise, foram utilizadas 6 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢6es contendo gaps e dados faltantes
foram eliminadas. Existiram 261 posi¢Ges no final do dataset. As distancias evolutivas foram calculadas
usando o método Kimura de 2-parametros. Analises evolutivas foram realizadas no Software Mega 7.0.14.
Os nomes correntes dos taxas sdo apresentados entre parénteses.
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5.4.4 Género Hanseniaspora

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 26S rRNA(D1/D2) das
leveduras isoladas, foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de 100
% entre o isolado 57 e 60 com a levedura H. opuntiae (KC111447.1) (Figura 23). Na arvore
filogenética construida a partir das sequéncias de ITS rRNA os isolados 57 e 60 se
mantiveram agrupados com bootstrap de 100 % com a levedura H. opuntiae (FM199951.1)
(Figura 24).

Taxonomia: Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomycotina; Saccharomycetes;
Saccharomycetales; Familia:  Saccharomycodaceae, Geénero Hanseniaspora (IMA:
INTERNATIONAL MYCOLOGICAL ASSOCIATION, 2016).

Morfologia/caracteristicas de cultura: Células sdo apiculadas, ovoides para ovoides longas
ou alongadas. Pseudohifas estdo ausentes ou presentes, usualmente rudimentares e raramente
bem desenvolvidas. Células vegetativas sdo diploides. Reproducdo assexual é por brotamento
bipolar com sucessao basipeta em uma base estreita. Ascos surgem sem conjugacao. Exibem
de 1-4 ascosporos por ascus, em forma de chapéu ou capacete, ou esferoidal com verrugas
Unicas. Ou suave ou enrugado com borda equatorial. Ascos séo persistentes ou deliquescentes.
Glicose é fermentada. Nitrato ndo € assimilado. Inositol e pantotenato sdo necessarios para o
crescimento. Acido acético ndo é produzido. Reacdo com Diazonium blue B é negativa
(SMITH, 1998).

Ecologia: H. opuntiae é encontrada na fermentacdo de grdos de cacau (MIESCHER
SCHWENNINGER; FREIMULLER LEISCHTFELD; GANTENBEIN-DEMARCHI, 2016).
Espécies de Hanseniaspora foram isoladas de flores e nectérios extraflorais do Rio de Janeiro
e de frutos da floresta Amazénica e floresta tropical atlantica. Também foram identificadas
em associacdo com Drosophila (MORAIS et al., 1995; MORAIS; PAGNOCCA; ROSA,
2006).

Patogenicidade: N&o foram encontrados relatos até 0 momento.

Resisténcia a antimicrobianos: Nao foram encontrados relatos até o momento.
Caracterizacdo do género para o controle de malaria por paratransgénese: Ndo foram
encontrados relados até o0 momento.

Potencial  biotecnologico: E  associada & producdo de bons  chocolates
(PAPALEXANDRATOU et al., 2013) e utilizada na producdo industrial de vinhos
(TRISTEZZA et al., 2016).
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5.4.5 Género Rhodotorula

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 26S rRNA(D1/D2) das
leveduras isoladas, foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de 100
% entre o isolado 58 com a levedura R. mucilaginosa (gb|KF411551.1) (Figura 23). Na arvore
filogenética construida a partir das sequéncias de ITS rRNA das leveduras isoladas o isolado
58 se manteve agrupado com bootstrap de 100 % com a levedura R. mucilaginosa
(gb|KP132585.1) (Figura 24).

Taxonomia: Dominio Fungi, Filo Basidiomycota, Classe Microbotryomycetes, Ordem
Sporidiobolales, Familia: Sporidiobolaceae, género: Rhodotorula (IMA: INTERNATIONAL
MYCOLOGICAL ASSOCIATION, 2016; RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).
Morfologia/caracteristicas de cultura: células sdo esferoidais, ovais ou alongadas. A
reproducdo é por brotamento polar ou multilateral. Podem desenvolver pseudohifas ou hifas
verdadeiras. Balistoconidios ndo sé&o formados. Algumas linhagens sintetizam pigmentos,
vermelhos ou amarelos em culturas de Agar Malte. A maioria, mas néo todas, as espécies nio
sdo habeis em assimilar inositol. Quando o inositol é utilizado, D-glucoronato ndo é
assimilado. Substancias como o amido ndo sdo sintetizadas por nenhuma das espécies. Nao
sdo fermentativas. A reacdo de Diazonium blue B e presenga de uréase sdo positivas.
Coenzimas Q-9 e Q-10 estdo presentes. A xilose é perdida em hidrolizados de
células.Algumas espécies podem representar estagios anamorficos de Rhodosporidium,
Leucosporidium e outros géneros com simples poros septados (FELL; STATZELL-
TALLMAN, 1998).

Ecologia: Rhodotorula é um habitante ambiental comum. Pode ser cultivada a partir de solo,
agua, leite, suco de frutas e amostras de ar. E capaz de eliminar os compostos nitrogenados do
seu ambiente. R. mucilaginosa é também comumente isolado em alimentos e bebidas. Varios
estudos relataram a presenca de R. mucilaginosa em amendoim, cidra de macd, cerejas, frutas
frescas, suco de frutas, queijos, salsichas, moluscos comestiveis e crustaceos (WIRTH;
GOLDANI, 2012). Trindade et al. (2002) relatou que Rhodotorula sp foi uma das leveduras
isoladas em frutas coletadas em pequenas fazendas no Nordeste do Brasil (TRINDADE et al.,
2002).

Patogenicidade: Anteriormente considerados ndo patogénicos, as especies de Rhodotorula
emergiram como agentes patogénicos oportunistas que tém a capacidade de colonizar e
infectar pacientes suscetiveis. Entre as poucas referéncias a patogenicidade de Rhodotorula

spp. em animais, ha varios relatos de surtos de infecgdes cutaneas em frangos e animais
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marinhos e infecges pulmonares e otite em ovelhas e bovinos. A maioria dos casos de
infecgdo devido a Rhodotorula em humanos foram infecgbes associada ao uso de catéter
venoso central (WIRTH; GOLDANI, 2012).

Resisténcia a antimicrobianos: Nao foram encontrados relados até 0 momento.
Caracterizacdo do género para o controle de malaria por paratransgénese: Nao foram
encontrados relados até o0 momento.

Potencial biotecnoldgico: Ndo foram encontrados relados até 0 momento.

5.4.6 Género Papiliotrema (Cryptococcus)

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 26S rRNA(D1/D2) das
leveduras isoladas, foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de 100
% entre o isolado 51 com levedura Papiliotrema (Cryptococcus) laurentii (gb|AY315663.1)
(Figura 23). Na éarvore filogenética construida a partir das sequéncias de ITS rRNA das
leveduras isoladas o isolado 51 se manteve agrupado com a levedura Papiliotrema
(Cryptococcus) laurentii (gb|FN428903.1) (Figura 24).

Taxonomia: Dominio Fungi, Filo Basidiomycota, Classe Tremellomycetes, Ordem
Tremellales, Familia Tremellaceae, Género Cryptococcus (BOLD, 2017).

Morfologia e caracteristicas de cultura: As células sdo esferoidais, ovais ou alongadas. A
reproducdo € por brotamento polar ou multilateral. Podem desenvolver hifas verdadeiras ou
pseudohifas. Ndo sdo formados ascosporos, balistosporos e balistoconidio. A cor da coldnia
em meio solido pode ser branca ou creme e algumas linhagens produzem pigmentos
vermelho, amarelo ou marrom. Todas as espécies produzem D-glucoronato e a maioria das
espécies sintetizam amido. As espécies que ndo sintetizam amido, utilizam inositol, uma
combinacdo que as distingue de Rhodotorula sp . N&o possui habilidade fermentativa. Xilose
estd presente em hidrolisados de células. Reacbes de Diazonium Blue B e urease sdo
positivas. Coenzimas Q-9 e Q-10 estao presentes. Algumas espécies sdo estados anamdrficos
de Filobasidium, Filobasidiella, Cystofilobasidium, e géneros telemorficos em Tremellales e
Filobasidiales (J.W. FELL; STATZELL-TALLMAN, 1998).

Ecologia: A maioria das espécies de Cryptococcus vive no solo e ndo é prejudicial para os
seres humanos. Entre as espécies muito comuns incluem Cryptococcus laurentii e
Cryptococcus albidus. Trindade et al (2002) relatou que Cr. laurentii foi uma das leveduras
mais isoladas em frutas (pitanga (Eugenia uniflora), mangaba (Hancornia speciosa), umbu

(Spondia tuberosa) e acerola (Malpighia glaba) coletadas em pequenas fazendas no Nordeste



116

do Brasil (TRINDADE et al., 2002). Além disso, Cryptococcus humicola possui atividade
antibidtica por seus glicolipidos extracelulares (ROSA; GABOR, 2006). Cr. laurentii também
foi isolada de flores e nectarios extraflorais em floresta tropical atlantica (MORAIS;
PAGNOCCA; ROSA, 2006).

Patogenicidade: De todas as espécies, Cryptococcus neoformans é o principal agente
patégeno humano e animal. No entanto, Cryptococcus laurentii e Cryptococcus albidus tém
sido ocasionalmente relatadas em doencas moderadas a graves, como meningite especifica em
pacientes humanos com imunidade comprometida (CHENG et al., 2001; RAGUPATHI,
REYNA, 2015).

Resisténcia a antimicrobianos: N&o foram encontrados relados até o momento.
Caracterizacdo do género para o controle de malaria por paratransgénese: Nao foram
encontrados relados até 0 momento.

Potencial biotecnoldgico: Nao foram encontrados relados até o0 momento.

5.4.7 Género Pseudozyma

Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de 26S rRNA(D1/D2) das
leveduras isoladas foi possivel observar um agrupamento filogenético com bootstrap de 100
% entre os isolados 8, 9, 10, 12, 13, 14, 46, 50 e 53 com leveduras P. hubeiensis
(gb|DQ008953.1), P. parantarctica (gb|JAB089357.1) e P. antarctica (gh|AHJ235302.1)
(Figura 23). Na arvore filogenética construida a partir das sequéncias de ITS rRNA das
leveduras isoladas o agupamento citado para 26S rRNA foi mantido. Além disso, estes
isolados ficaram agrupados por espécie com bootstrap de 98 % para os isolados 8, 12, 12 e 14
com P. antarctica (gb|AY641557.1), com bootstrap de 93 % para os isolados 50 e 53 com P.
hubeiensis (gh|DQ008954.1) e com bootstrap de 92 % para os isolados 9 e 10 com P.
parantarctica (gb|JN942471.1) (Figura 24).

Taxonomia: Dominio Fungi, Filo Basidiomycota, Classe Ustilaginomycetes, Ordem
Ustilaginales, Familia: Ustilaginaceae, género: Pseudozyma (IMA: INTERNATIONAL
MYCOLOGICAL ASSOCIATION, 2016; RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

Morfologia/caracteristicas de cultura: As células dessas leveduras tém forma variavel,
ovoide, elipsoidal ou cilindrica. Ocorrem hifas geralmente com retracdo do septo e com o
citoplasma de células separadas por células lisadas; blastoconidios fusiforme ocorrem em
denticles semelhantes a esterigma e podem formar um micélio aéreo constituido por cadeias

ramificadas, acropetal de conidios; chlamidiosporo podem estar presentes, mas ballistoconidia
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estdo ausentes. As colonias séo esbranquicadas, rosadas, laranjadas ou amarelo amarronzadas.
Usualmente dimorficas com parte central leveduriforme com margem de franjas com hifas.
Um miceélio aéreo fino esta geralmente presente, o qual vai em direcdo as margens e pode se
tornar agrupado (BOEKHOUT; FELL, 1998).

Ecologia: As espécies do género sdo frequentemente isoladas a partir de materiais vegetais ou
secrecBes de insetos. Além disso, Pseudozyma flocculosa (CHENG et al., 2003), P.
fusiformata (GOLUBEV et al., 2001) possuem atividade antibiotica por seus glicolipidos
extracelulares (ROSA; GABOR, 2006). Trindade et al. (2002) relatou que Pseudozyma
antarctica foi uma das leveduras mais isoladas em frutas (pitanga (Eugenia uniflora),
mangaba (Hancornia speciosa), umbu (Spondia tuberosa) e acerola (Malpighia glaba))
coletadas em pequenas fazendas no Nordeste do Brasil (TRINDADE et al.,, 2002). P.
brasiliensis foi isolada do trato intestinal de uma praga de insetos de raizes de cana-de-agUcar
em Ribeirdo Preto, Estado de Sdo Paulo, Brasil e representa uma nova espécie do género
Pseudozyma com base em anlises moleculares do rDNA D1/ D2 e as regifes ITS1 + ITS2
(OLIVEIRA et al., 2014). P. brasiliensis produz uma endo-1,4-xilanase que tem uma
atividade especifica mais elevada em comparacao com outras Xilanases eucarioticas.
Patogenicidade: N&o foram encontrados registros até 0 momento.

Resisténcia a antimicrobianos: Foram isoladas trés cepas de Pseudozyma a partir de sangue
de pacientes na Tailandia . Enquanto um isolado foi identificado como P. antarctica por
analise de sequéncia de rDNA, os outros dois foram considerados novas espécies e foram
denominados P. parantarctica e P. thailandica. Ambos isolados sdo resistentes a 5-flucitosina
e P. thailandica também foi resistente ao fluconazol e itraconazol. Segundo os autores foi o
primeiro isolamento de cepas Pseudozyma de seres humanos (SUGITA et al., 2003).
Caracterizacdo do género para o controle de malaria por paratransgénese: Nao foram
encontrados registros até 0 momento.

Potencial biotecnoldgico: Esta enzima possui uma variedade de aplicacGes industriais,
indicando o grande potencial biotecnoldgico de P. brasiliensis. P. hubeiensis produz uma
lipase e foi sugerida para biocéatalise de biodiesel (ROSA, 2015). P. parantarctica CHC28 foi
utilizada para producdo de biodiesel (AREESIRISUK et al., 2015)



118

5.5 ESTIMATIVA DE RIQUEZA E DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DE
BACTERIAS E LEVEDURAS CULTIVAVEIS COLETADAS NAS FEZES DE
Anopheles darlingi

A distribuicdo das espécies identificadas em funcdo da frequéncia das bactérias
sugere a existéncia de trés grupos: um grupo frequente, composto por Enterobacter cloacae
complex e Serratia marcences; um grupo intermediario, composto por Acinetobacter sp e
Serratia liquefaciens e, enfim, um grupo pouco frequente, com as demais espécies (Figura
27).

Figura 27- Distribuicao de frequéncia das espécies de bactérias coletadas em fezes de fémeas Anopheles
darlingi oriundos de Porto Velho,
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Conjunto de colénias amostrado (N=60).

Para bactérias, foram identificadas 14 espécies em 60 colbnias de bactérias
amostradas. A riqueza de bactérias estimada para o esforco amostral empregado neste
trabalho foi de 15 espécies e a riqueza observada foi de 14 espécies. Com base nos resultados
da curva de rarefacdo Chao 2 (Figura 28) € possivel afirmar que as bactérias mais frequentes e

gue sobrevivem dentro do intervalo de nicho ecoldgico observado foram amostradas.
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Figura 28- Curva de rarefacéo para estimativa da riqueza de espécies de bactérias coletadas em fezes de
mosquitos Anopheles darlingi oriundos de Porto Velho, RO.

BACTERIAS

60
" 40+ —
Ll
O
‘Ll
o
0p)
LLl

20+ L5

14
e OBSERVADO
0 ' ' e ESTIMADO
0 20 40 60
ISOLADOS

Foram empregadas 1000 rondomizagdes e a fun¢do Chao 2. N=60 colbnias analisadas. Em azul, espécies
estimadas. Em vermelho, espécies observadas. As analises foram realizadas no programa Estimate S
(COLWELL, R., 2013).

A comparacgdo entre as estimativas da riqueza de bactérias deste trabalho com as
apresentadas por Rani et al (2009), desenvolvida para An. stephensi, e de Chandler et al.
(2012), para Drosophila sp, ndo atende a todas as premissas exigidas pelo método
(CHANDLER; EISEN; KOPP, 2012; RANI et al., 2009). Cada estudo focou-se num
hospedeiro diferente, os métodos de identificacdo de espécies ndo sdo compartilhados e,
também, as técnicas de amostragem sdo diferentes. Mesmo assim, na tentativa de ilustrar o
potencial uso do método desenvolvido, fizemos a comparacédo entre os resultados dos estudos.

Ao observarmos as trés curvas de rarefacdo citadas, para o intervalo aproximado de
50 a 55 amostras analisadas (individuos ou colénias ou OTUSs), observa-se que os valores de
riqueza de espécies de bactérias estdo dispostos em um intervalo de 15 a 30 espécies para
Rani et al (2009) (Figura 29); trés a 25 para Chandler et al (2012 e 2013) (Figura 30) e de 14

espécies para o estudo aqui reportado. Logo, os valores estimados para a riqueza de bactérias
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associadas a An. darlingi na Amazonia séo intermediarios aos observados para Drosophila sp

e An. stephensi.

Figura 29- Curva de rarefacdo mostrando a riqueza de bactérias encontradas por Rani et al (2009) para

Numero de filotipos (espécies fenéticas) observados

An. stephensi.

Para An. stephensi, Rani e colaboradores (2009) observaram de 15 a 30 espécies de
bactérias em 50 a 55 sequéncias amostradas.
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Figura adaptada de Rani et al (2009).

Figura 30- Curva de rarefagdo mostrando a riqueza de bactérias encontradas por Chandler et al (2012)
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Para Drosophila sp, Chandler e colaboradores (2012) observaram de 3 a 25 espécies de
bactérias em 50 a 55 sequéncias amostradas.
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Figura adaptada de Chandlet et al (2012).
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Destaca-se que os dois estudos empregaram a técnica usual de dissecagdo de

intestino, enquanto neste trabalho optou-se por amostrar as fezes dos mosquitos. Também é

importante enfatizar que para isolar as bactérias, Rani e colaboradores (2009) utilizaram o

mesmo meio de cultura e a mesma temperatura utilizada no presente trabalho.

Para leveduras, foram identificadas 14 espécies em 27 colbnias de levedura

amostradas. As espécies mais frequentes foram Moesziomyces antarcticus, Candida

metapsilosis e Meyerozyma caribbica (Figura 31).

Figura 31 - Distribuicéo de frequéncia das espécies de leveduras coletadas em fezes de fémeas Anopheles

darlingi coletadas em de Porto Velho, RO.
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Conjunto de col6nias amostradas (N=60).

A distribuicdo das espécies identificadas, até 0 momento, em funcédo da frequéncia,

sugere a auséncia de espécies frequentes, pois entre as registradas nenhuma apresentou uma

frequéncia superior a 10% dentro das amostras estudadas. Foi triado efetivamente menos de

50% das amostras coletadas. Portanto, € razodvel esperar o registro de outras espécies

conforme o processo de identificacdo avancar.
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A riqueza de leveduras estimada para o esforco amostral empregado neste trabalho foi
de 20 espécies e a riqueza observada foi de 14 espécies (Figura 32).

Figura 32 - Curva de rarefacdo para estimativa da riqueza de espécies de leveduras coletadas em fezes de
fémeas Anopheles darlingi coletadas em Porto Velho, RO.
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Foram empregadas 1000 randomizag®es e a fungdo Chao 2. N=27 colbnias analisadas. Em azul, espécies
estimadas. Em vermelho, espécies observadas. A analise foi realizada no programa EstimateS
(COLWELL, R., 2013).

Considerando a riqueza de espécies identificadas no conjunto de dados (N=14
espécies), 0 modelo de estimativa de riqueza indicou uma menor diversidade de espécies
observadas, pois 0 modelo matematico sugere a observacao de 20 espécies em 27 coldnias de
leveduras (Figura 32). Isso aconteceu porque a maioria das espécies registradas apresentarem
pouca frequéncia (uniques e duplicates) (Figura 31).

O problema em relacdo a identificacdo das leveduras foi que 33 isolados néo
amplificaram a PCR para as regides 26S e ITS. As rea¢des de PCR foram repetidas para todos
os isolados utilizando enzima polimerase de alta fidelidade com ambos marcadores e nédo
houve amplificacéo nas repeti¢des. A ndo amplificacdo dos produtos de PCRs para mais da
metade dos isolados pode estar relacionada a algum erro de execugdo nos protocolos iniciais
de processamento das amostras, possivelmente durante a extracdo de DNA com fenol-

cloroformio. Esta hipotese foi levantada por trés motivos: 1) Quando ndo ocorreu a
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amplificacdo para a sequéncia 26S rRNA, também ndo ocorreu para a sequéncia ITS; 2)
Todas as PCRs foram repetidas utilizando enzima polimerase de alta fidelidade e n&o
amplificaram novamente; 3) Utilizando um mesmo mix para PCRs alguns isolados
amplificaram e outros ndo. Logo, as reacdes de PCR falharam para os mesmos isolados, e
estes podem apresentar um DNA de baixa qualidade.

Como a extracdo de DNA ¢ feita individualmente para cada isolado considera-se ter
ocorrido erros neste processamento. Podera ser realizada nova extracdo de DNA para 0s
isolados que ndo amplificaram na PCR utilizando Kits comerciais para extracdo de DNA
gendmico. E posteriormente, com as novas amostras de DNA, repetir as PCRs para ambas
regides do rDNA das leveduras. Talvez componentes presentes nos DNAs extraidos tenham
atrapalhado as reacGes de PCR. Destaca-se que todas as 60 extraces de DNA gendmico
foram quantificadas detectando altas concentracdes de DNA.

Quando se compara a diversidade de leveduras encontrada nesse estudo com a
diversidade de leveduras apresentada por Chandler et al (2012), para Drosophila sp, constata-
se que a riqueza de leveduras descrita aqui, para An. darlingi, € maior que a observada no
estudo equivalente. Pois, no presente trabalho, para 27 amostras analisadas, observou-se que
uma riqueza de 14 espécies. Isso € superior ao relatado no modelo desenvolvido por Chandler
et al (2012), que para o nimero de amostras equivalente, indica uma riqueza menor que 10
espécies (Figura 33) (CHANDLER; EISEN; KOPP, 2012).

O desafio ao desenvolvimento desse estudo reside justamente na identificacdo das
espécies. Assim, 0 numero de espécies registradas deve ser valorizado. Microrganismos sdo
majoritariamente descritos e conhecidos por serem patogénicos. No entanto, aqui, estamos
descrevendo a biodiversidade de microrganismos ambientais de insetos coletados na
Amaz6nia, um componente inegavelmente pouco conhecido desse ecossistema.

Mensurar a riqueza em espécies de um determinado grupo taxondmico em um
determinado local ndo € simples, pois resultados de diferentes estudos dificilmente podem ser
comparados devido aos diferentes métodos de coleta e diferentes esforcos de amostragem.
Para sanar este problema é indicado o uso de métodos de estimativa de riqueza a partir de
dados amostrais. Porém, é fundamental que diferentes protocolos de coleta e de analises de
dados sejam desenvolvidos e testados. Um dos metodos adequados para obtencdo de
informacdo acerca da riqueza de espécies de uma dada comunidade séo as curvas de rarefacdo
(SANTOS, 2003). Essa abordagem, na ultima década, tem sido recentemente replicada por
pesquisadores interessados na riqueza de espécies de microrganismos associados a insetos
(CHANDLER; EISEN; KOPP, 2012; HUGHES et al., 2001; RANI et al., 2009).
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Figura 33- Curva de rarefacdo mostrando a riqueza de espécies de leveduras encontradas por Chandler et
al (2012) para Drosophila sp.

Para Drosophila sp, Chandler e colaboradores (2012) observaram <10 espécies de leveduras
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Figura adaptada de Chandler et al (2012). A analise foi realizada utilizando Chao 1.

Para se analisar quanto os resultados se aproximam da riqueza real da comunidade, é
importante delimitar o universo amostral do inventario. Estimativas calculadas se referem
apenas a informac6es do habitat amostrado, e ndo se referem ao ambiente como um todo.
Portanto, o universo amostral do inventario inclui apenas os individuos dessas categorias,
presentes no local durante a amostragem. E dificil avaliar se a riqueza estimada por um
método € igual a riqueza real, uma vez que € muito dificil, sendo impossivel, coletar todas as
espécies de um determinado grupo em um local. Se isso fosse simples, os métodos de
estimativa ndo seriam necessarios (SANTOS, 2003).

Hughes e colaboradores (2001) sugeriram quatro diferentes métodos para a estimar a
riqgueza de espécies de microrganismos ambientais para um conjunto de amostras de um
ecossistema ou habitat (HUGHES et al., 2001). Eles indicaram que as curvas de rarefacdo sdo
adequadas para esse objetivo e, ainda, sugerem a ado¢do da Funcdo Chao 1 para o
desenvolvimento de curvas de rarefacdo para a determinagdo de suficiéncia amostral. E, de
fato, esse método tem sido empregado no estudo de bactérias e leveduras ambientais
(CHANDLER; EISEN; KOPP, 2012; RANI et al., 2009). Contudo, com base nos argumentos
apresentados por GOTELLI & COLWELL (2010), optou-se pelo uso da Fungdo Chao 2,
desenvolvida para um conjunto de dados que traga exclusivamente dados de ocorréncia
(GOTELLI; COLWELL, 2010).
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E importante observar que o método de coleta de col6nias de bactérias e de leveduras
previamente descrito informa apenas a presenca das espécies de microrganismos associados
ao trato digestorio de An. darlingi e, ainda, a frequéncia com a qual ela foi registrada em
placas de Petri. Assim, 0 método de coleta de coldnias ndo permite estimar a abundancia (n°
de microrganismo no trato digestério de An. darlingi) ou densidade (UFC/uL) de
microrganismos no trato digestério do mosquito.

A utilizacdo de Chao 2 visou tornar os resultados obtidos comparaveis aos demais,
observando o delineamento e esforco amostral, além de indicar se o aumento do esforco
amostral significa necessariamente o incremento de novas espécies. Destaca-se que existem
provavelmente outras espécies raras (densidade populacional muito pequena), infrequentes
(eventualmente colonizam o trato digestorio dos mosquitos, por estarem limitadas no espaco -
habitat) ou de dificil recuperacdo pelo método de coleta empregado (as condicdes e recursos
utilizados sdo limitantes a sobrevivéncia). Ou seja, mostrou-se um retrato da comunidade de
bactérias associadas a An. darlingi para as regides de coleta dos mosquitos em Porto Velho,
considerando o meio de cultura empregado. Contudo indicamos que estudos futuros devem

ser realizados para entender melhor a relacdo do mosquito com o microbioma.

5.6 SOBRE A UTILIZACAO DOS BANCOS DE DADOS E CLASSIFICADORES
TAXONOMICOS UTILIZADOS NESTE TRABALHO

Tendo em vista que a classificacdo molecular € baseada na comparacdo da sequéncia
de interesse com sequéncias disponiveis em bancos de dados é importante que as sequéncias
comparativas sejam confiaveis. Segundo Prosdocimi e colaboradores (2007), para a obtencao
de uma boa sequéncia consenso a etapa de curadoria das sequéncias é mais importante que
réplicas de sequenciamento. Muitas réplicas tém alto custo e pouco resultado na resolucdo da
montagem da sequéncia consenso. A qualidade das bases das sequéncias mostradas, por
exemplo, pelos cromatogramas é mais importante (PROSDOCIMI et al., 2007).

Considerando os erros de base-calling como eventos raros, 0 re-sequenciamento da
mesma molécula e a montagem dos reads produzidos sao frequentemente consideradas como
uma boa maneira de gerar sequéncias confiaveis. Prodoscimi e colaboradores (2007)
examinaram como 0 numero de reads re-sequenciados e os parametros de corte PHRED
afetam a precisdo e o tamanho das sequéncias consenso final. Parametros de corte de PHRED
rigorosos mostraram-se eficientes para a reducdo de erros, no entanto, esse procedimento

também diminuiu o tamanho das sequéncias consenso. Além disso, o re-sequenciamento ndo
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teve um efeito claro na remocao de erros de consenso, embora tenha sido capaz de aumentar
ligeiramente o consenso (PROSDOCIMI et al., 2007).

Neste trabalho foi utilizado PHRED de 30 e de quatro a seis reads para a montagem da
sequéncia consenso, fato que gerou sequéncias consenso de alta qualidade, mas que acarretou
na diminuigdo do tamanho da extensdo das sequéncias consenso. Quando tratamos da
identificacdo de organismos a diminuicdo das sequéncias consenso pode representar uma
perda de informacdo sobre a variabilidade genética do organismo. Por outro lado, para
identificacdo taxonémica de organismos ndo é interessante ter sequéncias maiores, logo com
maior possibilidade de apresentar uma maior variabilidade genética (fato que seria favoravel
para a distincdo entre espécies), se estas sequéncias varidveis ndo forem confiaveis.
Sequéncias incorretas podem induzir a identificacdes incorretas.

E importante ressaltar que o re-sequenciamento das mesmas sequéncias nas mesmas
regides, pouco influenciam o aumento do tamanho das sequéncias consenso, pois levando em
consideracdo o fato que todas as leituras comecam a alguma distancia do iniciador
(PROSDOCIMI; ORTEGA, 2005) e, progressivamente, perdem qualidade a medida que se
afastam da posicdo inicial, isso resultaria situacdes em que uma borda de baixa qualidade de
um unico read representa a qualidade do consenso, mesmo que 10 sequéncias tenham sido
montadas. No entanto, a producdo de um maior nimero de reads da mesma molécula em uma
Unica direcdo, pode ndo eliminar erros de consenso, mas é eficiente para ampliar ligeiramente
o0 tamanho da sequéncia montada resultante. Para a obtencdo de sequéncias consenso maiores
com alta qualidade ao invés de re-sequenciar a mesma sequéncia poderiam ser desenhados
iniciadores para regides adjacentes e assim enriquecer a montagem da sequéncia consenso
final. A escolha dos processamentos dos reads para a montagem da sequéncia consenso deve
ser avaliada com cautela pois afetam o tamanho e a qualidade das sequéncias consenso.

Segundo Prosdocimi e colaboradores (2007) em geral, sequéncias de alta qualidade
podem ser obtidas com dois reads (PHRED 20) quando o tamanho ndo é uma restricdo e o
objetivo € fornecer ao operador informagfes seguras sobre uma parte especifica da leitura
(PROSDOCIMI et al., 2007).

Em relacdo aos bancos de dados é possivel haver sequéncias similares a sequéncia de
estudo, pode ndo haver sequéncias similares e ainda pode existir sequéncias similares que
foram classificadas equivocadamente, isto €, sem curadoria, € mesmo assim estar disponiveis
nos bancos de dados. Portanto, os agrupamentos realizados utilizando técnicas de filogenética
molecular podem ser decisivos para uma inferéncia taxonémica mais robusta e podem, por

exemplo, ser utilizadas para detectar sequéncias que foram depositadas em bancos de dados
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com classificagdes taxondmicas erradas. Sequéncias discrepantes podem ser reveladas por
inconsisténcias nas analises dos agrupamentos das arvores filogenéticas. Este € um dos
cuidados necessarios quando fazemos a identificacdo molecular, pois ainda ha muitas
informacdes de sequéncias depositadas em bancos de dados sem curadoria.

Uma arvore filogenética pode ser utilizada como um modelo de representagdo de uma
hipotese. Deve ser utilizada para fortalecer os argumentos de sua hipotese, seja ela de carater
evolutivo ou simplesmente de agrupamentos por similaridades de sequéncias. Embora as
sequéncias consenso obtidas tiveram similaridade superiores a 97% quando comparadas a
sequéncias disponiveis em bancos de dados, foram selecionadas vérias sequéncias do
GenBank e outros banco de dados para confirmar a posicdo de cada isolado utilizando
filogenia. Foram entdo realizadas construcdes de arvores filogenéticas utilizando o Software
MEGA7. Conforme mostrado nas figuras 17 e 23, 24, 25 e 26, as arvores filogenéticas das
sequéncias de rRNA de 16S, ITS e rRNA de 26S respectivamente, indicam que os isolados
compartilham um agrupamento no ramo terminal de cada arvore (clado). Portanto, os isolados
foram identificados conforme ficaram agrupados nos ramos terminais das Aarvores
apresentadas.

E importante relatar que para classificadores automatizados como o “RDP
classifier” diferentes montagens das sequéncias consenso foram relevantes, tanto na alteracdo
do taxon resultante da comparagdo, quanto na porcentagem de confianca da classificagdo.
Sequéncias curadas com eliminacdo das sequéncias dos iniciadores, que sdo inseridos durante
a PCR e remocdo das bases nucleotidicas com baixa qualidade (foram removidas bases nas
extremidades 3’ e 5° com qualidade phred inferior a 30) influenciam notavelmente a
taxonomia obtida. Porém, neste estudo, dezenas de arvores foram construidas (dados néo
mostrados) e diferentes sequéncias de referéncia foram utilizadas. E independente das
sequéncias consenso utilizadas estarem curadas ou ndo, e das sequéncias de referéncia
pertencentes a bancos de dados curados ou ndo, a estrutura dos agrupamentos nos ramos
terminais das arvores foi mantida.

Enfim, utilizar softwares de classificadores taxonémicos automatizados como RDP e
refseqg_rna do BLASTN, juntamente com analises filogenéticas foi uma combinacdo de
sucesso para identificar e classificar microrganismos a partir de sequéncias nucleotiticas.

Os bancos de dados contendo sequéncias curadas sdo atualizados em tempos
diferentes. O RDP, por exemplo, é um banco de dados que atualizou suas sequéncias para 16S
rRNA de bactérias pela ultima vez em 30 de setembro de 2016. Disponibilizando 3,4 milhdes

de sequéncias de 16S rRNAs de bactérias e 125 mil sequéncias de 28S rRNAs de fungos,
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quase 9 mil sequéncias de ITS de fungos no Warcup v2 (atualizado em junho de 2016)
(DESHPANDE et al., 2016) e 20 mil sequéncias no UNITE. E importante destacar que entre
0s banco de dados de ITS do RDP, apesar do UNITE ter mais sequéncias disponiveis,
WARCUP mostrou-se mais preciso (WANG, QIONG; COLE, 2014).

Porém, para sequéncias ITS de fungos a ultima atualizacdo foi em 01 de julho de
2014, com a incorporagdo no banco de dados do "New Warcup Fungal ITS training set”.
Porém, de 2014 até a presente data, em 2017, sdo trés anos sem atualizacdo. E neste periodo,
outros bancos de dados estdo mais atualizados para sequéncias de ITS

Obanco de dados BOLDSYSTEM para ITS utiliza o algoritmo BLAST para a
identificacdo. Apesar de haver poucos registros de ITS em BOLDSYSTEM, a forma de
organizacdo dos dados disponiveis facilita a utilizacéo pelo usuério.

Apesar do NCBI-BLAST nao ser um banco de dados integralmente curado, o fato de
ser constantemente atualizado € o principal atrativo para sua utilizacdo. Mas, é imprescindivel
ter critérios para a selecdo das sequéncias que serdo utilizadas para a comparagcdo com as
sequéncias em estudo. E aos poucos, BLAST implementa ferramentas com banco de dados
curados como o NCBI reference sequences (RefSeq) (PRUITT; TATUSOVA; MAGLOTT,
2007). Apesar desses bancos de dados curados serem muito menores, séo relevantes para a
realizacdo de comparacdes para classificagdes taxonémicas.

O MycoBank é uma base de dados on-line, de propriedade da International
Mycological Association e é destinada a servir a comunidade micolégica e cientifica,
documentando novidades de nomenclatura (novos nomes e combinacdes) e dados associados,
por exemplo, descrigdes e ilustragfes. Sdo propostos os alinhamentos de sequéncias parciais e
as identificacGes polifasicas de fungos e leveduras contra bases de dados de referéncias com
curadoria. A base de dados MycoBank utiliza o software BioloMICSNet, produto da
BIOAWARE, que facilitou o desempenho das identificacbes polifasicas on-line desde a
primeira versdo produzida em 1999. A ultima atualizacdo do banco de dados foi em 16 de
abril de 2017 com 365.920 espécies de fungos. A atual versdo on-line do software também
facilita a producéo de arvores fenéticas

(http://www.mycobank.org/defaultinfo.aspx?Page=Stats), acessado em 07 de setembro de

2017). Outros bancos de dados consultados neste trabalho também utilizam o software
BioloMICSNet, tais como INSTITUT PASTEUR FUNGIBANK e CBS.

S&0 necessarias iniciativas para alimentar e interligar os bancos de dados, pois a falta
de informagOes e a ocorréncia de informacGes divergentes dificulta o trabalho do usuério
(HIRAOKA; YANG; IWASAKI, 2016). Assim, foram depositadas no GenBanK as


http://www.mycobank.org/defaultinfo.aspx?Page=Stats
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sequéncias produzidas neste trabalho que apresentaram similaridades superiores a 97%
quando comparadas com sequéncias depositadas em banco de dados de referéncia.

Por fim, é fundamental pesquisar em diferentes bancos de dados para procurar
sequéncias mais similares as de interesse, utilizar critérios para a selecdo de sequéncias,
observar atentamente indicios de taxonomias erradas e utilizar ferramentas que auxiliem
avaliar as similaridades dos agrupamentos taxondmicos, utilizando a filogenia molecular por

exemplo.

5.7 SELECAO DE CANDIDATOS A PARATRANSGENESE E ENSAIOS
PARA MANIPULACAO GENETICA

Dois géneros de bactéria foram selecionadas como candidatas a paratransgénese:
Pantoea e Serratia (Tabela 7). As outras bactérias foram descartadas por terem relatos de
patogenicidade bem estabelecido e de resisténcia intrinsica a antimicrobianos ((CLSI), 2017),
conforme citado neste trabalho no item caracterizacdo dos géneros bacterianos. Estas
bactérias tiveram fécil crescimento fora do trato digestorio dos mosquitos em condigdes
laboratorias aerébicas a 37°C em meio LB é&gar e meio Agar Nutriente, fato que facilita
manipulacdes futuras que exijam cultivo. E importante que um candidato a paratransgénese
cresca bem em aerobiose pelo fato do propdsito em disseminar o paratrangénico no meio
ambiente, que é aerdbico. Além disso, outros autores ja sugeriram bactérias desses géneros
para realizar paratrangénese, inclusive mostrando modelos de paratransgénese como provas
de conceito (WANG et al., 2012, 2017).

A utilizacdo de bactérias para o uso em paratrangénese em Anopheles apresenta como
vantagem o fato de comunidades de bactérias aumentarem apds ingestdo de alimentagdo
sanguinea, fato que pode ser vantajoso para a utilizacdo de bactérias para expor ou secretar
moléculas anti-Plasmodium (PUMPUNI C. B., BEIER M.S., NATARO J.P., GUERS L.D.,
1993). Alem disso, foi relatado que bactérias Gram-negativas reduzem a infeccdo de An.
stephensi por P. falciparum (PUMPUNI C. B., BEIER M.S., NATARO J.P., GUERS L.D.,
1993). Em Culex pipiens, bactérias Gram-negativas sdo aumentadas significativamente apos a
alimentacdo com sangue quando comparadas as bacterias detectadas durante a alimentacéo
com agucar (ZAYED; BREAM, 2004).

Dentre os 8 géneros de bactérias isoladas neste trabalho apenas Staphylococcus é

Gram-positiva. Bactérias Gram-negativas do género Pantoea e Serratia, como as isoladas
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neste trabalho, foram isoladas de outros Anopheles e foram consideradas para realizacdo de
paratransgénese no controle da malaria (BISI; LAMPE, 2011; DJADID et al., 2011; WANG
et al.,, 2012). Pantoea € considerada um simbionte natural de mosquitos. Podem colonizar
varias espécies de mosquitos e é facilmente transformada e cultivada. Assim, Pantoea tem
sido proposta para aplicaces em paratransgénese (BISI; LAMPE, 2011; DJADID et al.,
2011). Serratia marcescens HB3 inibe o desenvolvimento do Plasmodium dentro do intestino
médio do mosquito An. stephensi interrompendo a invasdo do oocineto através das células
epiteliais do intestino médio. Os autores do estudo observaram que S. marcescens cepa HB3
deve ser introduzida de maneira continua ao vetor para exercer esta acdo. Isso indica que
podem existir fatores de estresse ativos, tais como imunidade inata, que modulam a dinamica
das populacdes de Serratia dentro do ambiente fechado do intestino médio do mosquito
(BANDO et al., 2013).

Quanto as leveduras, cinco espécies foram selecionadas como candidatas a
paratransgénese: Meyerozyma (=Pichia) caribbica, Metschkowia koreensis, Hanseniaspora
opuntiae, Candida oleophila e Pseudozyma hubeiensis (Tabela 7). Estas leveduras ndo sédo
patogénicas e sdo amplamente encontradas associadas a néctar e frutos. Metschkowia e
Hanseniaspora sdo utilizadas na produgéo de bebidas e chocolates. Meyerozyma (Pichia) vem
sendo sugerida para utilizacdo em paratransgénese e Pseudozyma esta sendo estudada para a
producdo de biodiesel. Ndo foram selecionadas outras leveduras dos géneros Candida,
Papiliotrema (=Cryptococcus) e Rhodotorula pelo risco de sua utilizacdo uma vez que ha
relatos de patogenicidade na literatura, conforme citado neste trabalho no item caracterizacéo
dos géneros de leveduras.

A utilizacdo de leveduras para 0 uso em paratrangénese em Anopheles apresenta
como vantagem o fato de ser um eucarioto e, portanto, pode facilitar e expressdo de peptideos
heteroldgos oriundos de outros eucariotos, por exemplo de Plasmodium ou Anopheles, que
podem ser alvos ou competidores por sitios de reconhecimento celular dentro do intestino do
mosquito. Estes peptideos, expressos dentro do intestino do mosquito, poderiam impedir a
passagem do oocineto de Plasmodium pela parede do intestisno do mosquito Anopheles
interrompendo a formacdo de oocistos. Estabelecendo assim a realizacdo de paratransgénese
no controle da malaria. Um sistema eucariotico de expressdo favorece o correto dobramento
de proteinas eucaridticas e modificacdes pos traducionais que podem ser Uteis para expressar
estes peptideos. Além disso, existem plataformas comerciais para expressdo heterdloga
utilizando a levedura Pichia pastoris, que apresentam a vantagem da utilizagdo de vetores

integrativos no genoma, tornando esta recombinacdo mais estavel quando comparadas
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plasmideos epissomais. Esses vetores utilizam regides de genes homologos, como locus de
genes da via glicolitica para promover a integracdo no genoma. Por serem loci altamente
conservados € possivel idealizar a integracdo desses vetores para outras leveduras, como M.
caribbica ou M. guilliermondii, encontradas neste trabalho.

Ademais, a identificagdo de W. anomalus no intestino de Anopheles, abre a
possibilidade de manipular esta levedura com chance de expressar moléculas efetoras em um
organismo eucarioto e tornar W. anomalus um bom potencial candidato para paratransgénese
(FAVIA et al., 2012). W. anomalus (sin: Pichia anomala; Hansenula anomala) em An.
gambie foi sugerida como canditada a paratransgénese (RICCI et al., 2014). No entanto W.
anomalus também tem sido investigada por apresentar grande potencial biotecnoldgico,
especialmente para aplicagdes na industria alimentar. A atividade antimicrobiana dessa
levedura, associada com a producdo de toxinas assassinas (Killer Toxins - KTs), tem atraido
atencdo e possui um potencial para ser agente para o controle simbidtico de maléria.
Leveduras killer como W. anomalus tem um papel de protecdo aos mosquitos (CAPPELLI et
al., 2014; VALZANO et al., 2016).

No presente trabalho foi verificada a expressdao do gene repOrter no organismo
modelo procarioto E.coli. O vetor pSB1C3 — Bba_E1010 (Figura 13) foi transformado em
células de E. coli TG1. O gene RFP foi expresso em E. coli cepa TG1. Apds a transformacéo,
todas as col6nias cresceram da cor rosa/vermelha em meio LB agar contendo 25 pg/mL de
Canamicina, gene de resisténcia contido no vetor. Apesar de ser uma proteina vermelho
fluorescente, o comprimento de onda emitido é visivel a olho nu, fato que facilita a
visualizacdo/deteccdo da expressao, dispensando a utilizacdo de filtros para comprimentos de
ondas. A préxima etapa seré transformar Pantoea agglomerans, isolada a partir de fezes de
An. darlingi e identificada neste trabalho, utilizando o vetor pSB1C3 — Bba_E1010 utilizando
o0 protocolo de transformacao testado para E. coli (CHOI; KUMAR; SCHWEIZER, 2006).

Para construcdo do vetor para expressao de RFP em leveduras foi necessario inserir o
gene repdrter RFP1 em um vetor para expressdo de leveduras. Ap6s a reacdo de PCR com
iniciadores especificos, e utilizando como molde o DNA plasmidial do vetor pSB1C3 — Bba
(Figura 13), foi obtido um amplicon de aproximadamente 0,7 Kb (Figura 34) correspondente
ao tamanho teorio do gene RFP.

O amplicon foi purificado do gel e digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl.
A digestéo foi purificada e em seguida realizada a ligagcdo no vetor pGAPZalfaB, (Figura 14)
previamente digerido com as mesmas enzimas e também purificado. Os DNAs foram ligados

utilizando uma enzima T4DNA ligase.
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Tabela 7 - Lista de microrganismos isolados neste trabalho com potencial para realizacdo de paratransgénese no controle da malaria transmitida por Anopheles
darlingi
JUSTIFICATIVA

MICRORGANISMOS
CANDIDATOS A
PARATRANSGENESE
BACTERIAS
CANDIDATAS A
PARATRANSGENESE
Pantoea sp

N&o possui resisténcia intrinseca a antibiéticos((CLSI), 2017). P. agglomerans foi indicada como candidata
Pantoea dispersa a paratransgénese, pois ndo é patogénica a humanos, sobrevive a varias passagens no trato digestorio de
Anopheles e, esta colonizagdo persiste, por até 2 semanas apds ingestéo da bactéria. Ainda, ela é
naturalmente encontrada em diversas espécies de mosquito, incluindo Anopheles sp (RIEHLE et al., 2007).
Wang e colaboradores (2012) relataram que o nimero de bactérias P. agglomerans aumentou mais de 200
vezes durante os 2 primeiros dias apds a alimentacdo sanguinea (WANG et al., 2012), fato que é vantajoso,
pois aumentando a quantidade de bactérias, consequentemente é possivel aumentar a expressao de
peptideos anti-Plasmodium. Além disso, bactérias Gram-negativas, como P. Agglomerans reduzem a
infeccdo por P. falciparum de An. stephensi (PUMPUNI et al., 1996; PUMPUNI C. B., BEIER M.S.,
NATARO J.P., GUERS L.D., 1993)

N&o possui resisténcia intrinseca a antimicrobianos ((CLSI), 2017) e é indicada como um patdgeno

Serratia marcescens

oportunista. Foi considerada para realizacdo de paratransgénese por outros autores (BANDO et al., 2013;
GONZALEZ-CERON et al., 2003; WANG et al., 2017).
Também foi relatado que um isolado de Serratia marcescens, espécie que também foi isolada neste
trabalho, colonizou o trato digestério de Anopheles comprometendo a sobrevivéncia do mosquito e o
desenvolvimento do Plasmodium, tornando-a assim, uma candidata potencial para o desenvolvimento de

uma estratégia de intervengao contra a transmissao da malaria (BAHIA et al., 2014a).

LEVEDURAS
CANDIDATAS A
PARATRANSGENESE
Meyerozyma caribbica
M. guilliermondi

A levedura do género Meyerozyma (=Pichia) foi considerada para realizacdo de paratransgénese no




controle da maléria vetorizada por An. stephensi e An. gambiae (RICCl et al., 2011, 2014; VALZANO et
al., 2016). Além disso, leveduras killer como Wickerhamomyces (=Pichia) anomalus tem um papel de
protecdo aos mosquitos (CAPPELLI et al., 2014; VALZANO et al., 2016).

Metschkowia E utilizada na industria de alimento. Colonizam frutos e flores.

Pseudozyma E utilizada na industria de biodiesel. Colonizam frutos e flores.

Hanseniaspora E utilizada na industria de alimento. Colonizam frutos e flores.
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Figura 34 - Amplicom de RFP

M 1 2

0,7 Kb

M: marcador 1Kb Plus Invitrogen, 1: Amplicom RFP, 2: Controle negativo.

O vetor construido foi foi nomeado pGAPZo_RFP1 e transformado em E. coli Topl0
F'para amplificacdo do novo plasmideo. ApoOs a transformacdo, coldnias de bactérias
transformadas com o vetor cresceram na placa de LB &gar contendo zeocina 25ug/mL. Quatro
clones resistentes a zeocina, marca de selecdo do vetor, foram selecionados para realizacao de
extracdo do DNA plasmidial do vetor pPGAPZo, RFP1. Sera realizada analise de restricdo dos
quatro clones selecionados utilizando as enzimas de restricdo EcoRI e Notl para verificar a
liberacdo do inserto, o gene RFP1. Apds esta verificacdo, o vetor estara pronto para ser
linearizado e entdo realizar os ensaios de transformacdo no organismo modelo Pichia
pastoris. Posteriormente o vetor pGAPZo RFP1 serda linealizado e transformado por
eletroporacdo nas leveduras canditadas a paratransgénese propostas nesse trabalho,

inicialmente M. caribbica e M. guilliermondii.
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6 CONCLUSOES

E possivel isolar e cultivar bactérias e fungos a partir das fezes de An. darlingi.

Sessenta bacterias foram isoladas e identificadas, e entdo caracterizadas em oito
géneros.

Vinte e sete leveduras foram isoladas e identificadas, e entéo caracterizadas em nove
géneros.

Para bactérias, foi registrada a riqueza de 14 espécies e as mais frequentes foram
Serratia liquefaciens, Enterobacter cloacae complex, S. marcescens, e Acinetobacter
baumanii.

Para leveduras, foi registrada a riqueza de 14 espécies e as mais frequentes foram
Moesziomyces antarcticus, Candida metapsilosis e Meyerozyma caribbica.

Segundo os critérios para a selecdo dos microrganismos candidatos a paratransgénese
estabelecido neste trabalho, as bactérias pertencentes ao género Pantoea e Serratia e as
leveduras Meyerozyma (=Pichia) caribbica, Metschkowia koreensis, Hanseniaspora opuntiae,
Candida oleophila e Pseudozyma hubeiensis sdo apresentadas como candidatas a
paratransgénese para o controle da maléaria no mosquito An. darlingi.

O vetor pSB1C3 — Bba_E1010 foi selecionado para expressdo do gene reporter RFP
nas bactérias candidatas a paratransgénese selecionadas no presente trabalho, assim como foi
selecionado o vetor pGAPZa_RFP1, para expressdo do gene repdrter RFP nas leveduras
candidatas a paratransgénese selecionadas no presente trabalho, possibilitando assim, o inicio
das manipulacdes genética dos canditados a paratransgénese.

Bactérias isoladas a partir das fezes de An. darlingi foram encontradas em outros
Anopheles, destas, Pantoea e Serratia foram previamente consideradas para realizacdo de
paratransgénese no controle da malaria, conforme outros autores.

Leveduras Candida, Hanseniaspora e Wickerhamomyces, isoladas a partir das fezes de
An. darlingi, foram encontradas anteriormente em An. stephensi.

Foi desenvolvida uma estratégia para o isolamento de microrganismos a partir das
fezes de mosquitos que pode ser utilizada para o estudo da microbiota fecal dos Anopheles da
Amazonia ou para a investigacdo da microbiota fecal de outros insetos com importancia na
salde publica e na agropecuaria.

Houve cinco novos registros de bactérias para Anopheles no continente americano:

Staphylococcus, Burkholderia, Cedecea, Klebsiella e Acinetobacter.
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Houve trés novos registros de géneros de leveduras para Culicideos: Metschnikowia,
Pseudozyma e Moesziomyces.

As leveduras P. parantarctica, P. hubeiensis, H. opuntiae, W. anomalus, M.
guilliermondii, isoladas e identificadas no presente trabalho, apresentam potencial
biotecnoldgico, conforme descrito na literatura. Logo, a viabilidade de suas aplicacfes
biotecnolégicas pode ser explorada, uma vez que estdo isoladas e preservadas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

E apropriado destacar neste momento que, entre os critérios para a realizacdo de
paratransgénese, estd a idealizacdo de uma maneira eficiente de introduzir o simbionte
engenheirado a campo (WANG; JACOBS-LORENA, 2013). Porém, a implementacdo deve
ser moldada pelo equilibrio entre risco e necessidade de novas estratégias de controle
(ARORA; DOUGLAS, 2017).

Para a disseminacdo dos microrganismos modificados geneticamente defende-se a
utilizagdo de “Attractive target sugar baits (ATSB)”(KHALLAAYOUNE et al., 2013)
associado a auto-disseminacdo dos microrganismos a partir das fezes. Em outros modelos de
controle bioldgico, microrganismos foram introduzidos e disseminados utilizando iscas
acucaradas (SCHLEIN; PENER, 1990).

Uma vez que isolamos 0s microrganismos a partir das fezes é dedutivel que esses
microrganismos, que sdo eliminados nas fezes de An. darlingi, sdo também eliminados em
ambientes naturais de alimentacdo acucarada do mosquito, como néctar e exudato. Por sua
vez, esses locais de alimentacdo, ricos em nutrientes e aglcares, sdo propicios para 0
desenvolvimento de microrganismos como bactérias e leveduras. Neste contexto, esses locais
de alimentacdo sdo visitados por diversas espécies de insetos, que provavelmente
compartilham uma microbiota que € adquirida pela alimentacdo e contato corporal, assim
como enriquecida/incrementada por microrganismos previamente eliminados nas fezes de
outros insetos. E sabe-se que muitos insetos fazem sua excrecdo durante o repouso apos a
alimentacdo. Logo, o ambiente alimentar natural do mosquito pode funcionar para
incrementar uma auto-disseminacdo de microrganismos paratransgénicos ingeridos pelos
mosquitos.

Apos delinear uma ATSB contendo o microrganismo desejado, que pode ser
geneticamente modificado (paratransgénese) ou ndo (controle simbiotico), é necessario fazer a
dispersdo do composto em questdo. Além disso, € crucial realizar monitoramento desse
sistema para avaliar se a estratégia é eficaz para auxiliar no controle da maléria (pode ser
adaptado para outras doengas transmitidas por insetos).

O monitoramento deverd ser capaz de seguir o desenvolvimento do modelo
conceitual descrito em nove passos, a seguir. 1) O mosquito visitara a ATSB para
alimentacdo. 2) Ao pousar sobre a isca para alimentacdo ele ira ingerir 0s microrganismos

(engenheirados ou ndo). 3) Esses microrganismos serdo dispersados para as fontes naturais de
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alimentacdo acucarada. 4) As fontes naturais de alimentacdo acucaradas fornecem as
condigOes e recursos requeridos pelos microrganismos da ATSB. 5) As fontes naturais de
alimentacdo serdo colonizadas por microrganismos da ATSB, os quais foram selecionados
e/ou geneticamente modificados para o controle da malaria. 6) Outros mosquitos, ao visitarem
as fonte de alimentacdo natural previamente colonizadas pelos microrganismos oriundos da
ATSB serdo, também, contaminados pelos novos microrganismos. 7) Esse segundo grupo de
mosquitos, novamente, dispersardo os clones dos microrganismos oriundos da ATSB para
novas fontes de alimentacdo natural agucaradas. 8) Um sistema de disseminacdo sera
estabelecido e os microrganismos da ATSB serédo parte da microbiota de mosquitos. 9) Enfim,
0s microrganismos da ATSB estardo disseminados no ecossistema e combateriam 0
Plasmodium ainda dentro do intestino, evitando a transmisséo da doenca para humanos.

Além disso, este trabalho ampliou o conhecimento sobre a biodiversidade da
Amazonia brasileira, especificamente de bactérias e de leveduras ambientais, contribuiu para
a formacdo de recurso humano na regido amazénica nas técnicas para a identificacdo
molecular taxondmica de microrganismos de interesse biotecnoldgico, contribui para o
desenvolvimento da autonomia nacional para planejamento de solugdes biotecnoldgicas para
o controle da maléria e, potencialmente, de outras doencas transmitidas por artropodes.

Conhecer os microrganismos contido nas fezes dos anofelinos é uma estratégia que
pode facilitar a investigacdo da microbiota que passou pelo intestino, e talvez esse método
possa ser utilizado também como uma estratégia de auto-disseminacdo, na qual mosquitos
inoculados com os microrganismos de interesse, dispersariam suas fezes repletas do agente
paratransgénico no ambiente.

Nesta tese foi ampliado o conhecimento acerca da microbiota associada a An. darlingi,
o principal vetor de malaria no Brasil; foram sugeridos potenciais candidatos a
paratransgénese e foi idealizado um modelo da estratégia para o controle da malaria no Brasil.
Logo, foi criada uma base de conhecimentos necessarios para o desenvolvimento de solugdes
biotecnoldgicas, como a paratransgenese, que utiliza a biodiversidade amazénica. Talvez, o
desenvolvimento de paratransgénese para o controle da malaria no Brasil contribua para a

erradicacdo da maléria no globo.
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ABSTRACT

A simple methodology based in a modified mosquito cage with a Petri dish containing
culture medium was successfully used as an alternative method to the traditional
digestive tract dissection protocol to collect bacteria from the feces of the mosquito

Anopheles darlingi.

Microbiota from the gut of Anopheles mosquitoes interact with Plasmodium, the
parasite that causes malaria (Manguin et al., 2013; Ngo et al., 2015; Rani et al., 2009)

and it may be used to develop biotechnological tools, such as paratransgenic strategies
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(Riehle and Jacobs-Lorena, 2005; Wang and Jacobs-Lorena, 2013). However, the lack
of information about the mosquito’s microbiota in the Americas (Villegas and Pimenta,
2014) still limits this strategy in the region which depends on culturable
microorganisms from the intestinal microbiome as prerequisite for studies and future
genetic manipulations necessary for the execution of the technique (Wang and Jacobs-

Lorena, 2013; Wilke and Marrelli, 2015).

For the isolation of intestinal microorganisms from mosquitoes, the gut is usually
dissected by skilled personnel (Consoli and Oliveira, 1994; Djadid et al., 2011; Gusmé&o
et al., 2007) and prepared for classical microbiological techniques (Tortora et al., 2012).
However, it is reasonable to hypothesize that mosquito feces contain microorganisms

that are and/or were present in the intestine of these insects.

The present device for collecting cultivable intestinal microorganisms from mosquito
feces does not require insect dissection to collect material, reducing work and external

contamination issues.

The feces collection device is based in a modified PVC mosquito cage with 3
compartments, namely: 1- upper compartment for feeding; 2- middle compartment
(body) for maintenance of mosquitoes; 3- lower compartment for collection of feces

(Figure 1).
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Fig 1. Device for collection of feces from mosquitoes. (A) Front view of the mounted
device. 1. Upper compartment for food supply; 2. Middle compartment to contain
mosquitoes; 3. Lower compartment for collection of mosquito feces. (B) Top view of

the disassembled device.

The middle compartment is a 10 x 10 cm (diameter and height) PVC tube, screened on
both sides with a mosquito-proof nylon net (1.5 mm mesh) and a side opening covered
by a perforated elastic material for mosquito manipulation. The upper side contains
cotton soaked with 10% sucrose for mosquito feeding covered by a PVC lid (upper
compartment), preventing any external microorganism contamination. A PVC lid
containing a removable Petri dish for feces collection is placed in the lower side (lower
compartment). Mosquitoes are introduced into the device through the middle
compartment side opening, feed in the sucrose solution placed the in the upper
compartment and then release their feces into the lower compartment, inaccessible to
the mosquitoes, that keeps the Petri dishes containing LB agar culture medium (Figure

2).



162

Fig. 2 Procedure for collecting microorganisms contained in mosquito feces (A) Top
view of the middle compartment of the device containing mosquitoes. (B) Top view of
the lower compartment of the device containing the Petri Dish with culture medium. (C)
Front view of Petri Dish containing bacterial colonies that grew from mosquito feces.
(D) Partial view of Petri Dish containing specimens of bacterial colonies that were

isolated from mosquito feces.

Mosquitoes were captured in Porto Velho, Rondonia State, Brazil using a hand-held

aspirator, identified using identification keys (Consoli and Oliveira, 1994).

The Feces collection device was cleaned using water and neutral liquid soap, rinsed
with distilled water and then with 70% ethanol for 10 seconds and rotated after 30
minutes while drying under UV light inside a microbiological safety cabinet for 1 hour.
The devices were packed in plastic film prior to use. The sterility of internal surface of

feces collection device was checked after the cleaning and UV treatment using sterile



163

cotton swabs. Samples were streaked over the surface of the LB agar petri dishes and
incubated aerobically at 37 °C for 24 hours. No microorganism growth was observed

after 24 hours.

Batches of five mosquitoes (N=12) were introduced in the devices and fed ad libtum
using autoclaved cotton soaked in 10% autoclaved sucrose. Three mosquito-free devices

were used as negative controls.

Petri dishes containing the mosquito feces in LB agar culture were removed from the
lower compartment after 24 hours and incubated at 37 °C for 24 hours (Rani et al.,
2009). Isolated bacterial colonies with different morphologies were harvested from the
petri dishes, transferred to new dishes to ensure the production of pure cultures (streak

plate method) and stored in 15% glycerol at -70 °C.

The phenol/chloroform method was used to extract genomic DNA from the bacteria,
(Sambrook and Russel, 2001 adapted). PCR amplifications of the bacterial ribosomal
DNA wusing the primers 16S08F (GYCCADACWCCTACGG) and 16SO08R
(CACGAGCTGACGAC) were performed for bacteria identification. Briefly, 0.5 uM of
each primer, 0.25 mM of the dNTP MIX, 2.5 mM MgClz, 1X reaction buffer (DNA
express Taq DNA Polymerase), 2 units of Tag DNA polymerase and 50 ng of each
bacterial genomic DNA isolated were mixed and submitted to an initial extension of
94°C/7 minutes; 30 cycles of 94°C/45 seconds, the annealing temperature was 50°C/30
seconds, 72°C/60 seconds; followed by a final extension of 72°C/10 minutes. Genomic
DNA from Escherichia coli O42 (50 ng) was used as a positive control for the reactions
and, a negative control was prepared using all the reagents except a DNA template. The
amplicons were purified using the QlAquick Gel Extraction kit (QIAGEN), according to

the manufacturer's specifications.
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Sequencing was performed using the Sanger method in an ABI 3730 DNA Sequencer
from Life Technologies. All samples were sequenced in duplicate. The sequences were
treated using the software Phred-Phrap-Consed with the Phred quality score of 30. A
consensus sequence was generated for each isolate’s amplicon. The consensus
sequences were uploaded in the Ribosomal Database Project's (RDP) Classifier for
taxonomic assignment (Wang et al., 2007). Sequences with 100% confidence were
considered using the RDP classifier hosted on the web, calibrated with a threshold of

80%.

Five colonies from each of the 12 Petri dishes were harvested for 60 new dishes, one
dish for each bacterial colony to ensure colony isolation. No bacterial colonies were
detected in the negative controls, i.e., from collection devices without mosquitoes. To
date, 16 bacteria colonies were identified with 100% confidence using the RDP
classifier, i.e., Acinetobacter (6) (Moraxellaceae); Staphylococcus  (5)
(Staphylococcaceae); Enterobacter (1), Klebsiella (1), Serratia (9) (Enterobacteriaceae)
(Supplementary Table 1). Isolates with less than 99% confidence were not presented

and will be reevaluated.

The isolation of bacteria from mosquito’s feces for microbiological analysis has
received little attention. We highlight the pioneering study on the experimental
transmission of the yellow fever virus from fecal material present in the legs of infected
mosquitoes (Aragdo and Costa Lima, 1929) and, recently, the study conducted by
Pilotte et al. (2016) using the feces of the mosquito Anopheles stephensi for
xenomonitoring of the nematode Brugia malayia and protozoan Plasmodium vivax. The
fecal collection methodology employed by both authors was tested for isolation of

culturable bacteria and neither was suitable (unpublished data). On the other hand, the
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majority of genera retrieved using the feces collection method reported here belonged to
the Enterobacteriaceae family as also related from whole bodies of Anopheles darlingi
(Terenius et al., 2007) and Enterobacter and Serratia were related to anophelines from
the Americas (see Villegas and Pimenta, 2014 for a review). Therefore, our data
indicates that the feces collection methodology proposed is a suitable tool for obtaining

culturable bacteria from mosquitoes.
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Highlights

1) The proposed methodology allows surveys of gut microbiota without dissection of
the mosquito’s gut.

2) Five genera of culturable bacteria from feces of Anopheles darlingi, the major
malaria vector in the Brazilian Amazon, were isolated and identified.

3) Species dynamics of intestinal microrganisms can be studied applying this protocol.

10
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Supplementary Table 1 - Identification of bacterial isolates with 100% homology
in RDP.

Identification

Family

Fop?

Genus

G%P

U010786234|Bacteria_10

Moraxellaceae

100%

Acinetobacter

100%

U010786235|Bacteria_11

Moraxellaceae

100%

Acinetobacter

100%

U010786273|Bacteria_9

Moraxellaceae

100%

Acinetobacter

100%

U010786236|Bacteria_13

Moraxellaceae

100%

U010786237|Bacteria_14

Moraxellaceae

100%

U010786239|Bacteria_16

Moraxellaceae

100%

U010786244|Bacteria_31

Enterobacteriaceae

100%

Serratia

100%

U010786245|Bacteria_32

Enterobacteriaceae

100%

Serratia

100%

U010786250|Bacteria_37

Enterobacteriaceae

100%

Serratia

100%

U010786251|Bacteria_38

Enterobacteriaceae

100%

Serratia

100%

U010786259|Bacteria_46

Enterobacteriaceae

100%

Serratia

100%

U010786260|Bacteria_48

Enterobacteriaceae

100%

Serratia

100%

U010786261|Bacteria_49

Enterobacteriaceae

100%

Serratia

100%

U010786254|Bacteria_40

Enterobacteriaceae

100%

Klebsiella

100%

U010786262|Bacteria_4

Enterobacteriaceae

100%

Enterobacter

98%

U010786240|Bacterial

Enterobacteriaceae

100%

U010786241|Bacteria_22

Enterobacteriaceae

100%

U010786242|Bacteria_24

Enterobacteriaceae

100%

U010786243|Bacteria_2

Enterobacteriaceae

100%

U010786246|Bacteria_33

Enterobacteriaceae

100%

U010786249|Bacteria_36

Enterobacteriaceae

100%

U010786252|Bacteria_39

Enterobacteriaceae

100%

U010786253|Bacteria_3

Enterobacteriaceae

100%

U010786256|Bacteria_42

Enterobacteriaceae

100%

U010786257|Bacteria_43

Enterobacteriaceae

100%

U010786258|Bacteria_44

Enterobacteriaceae

100%

U010786270|Bacteria_6

Enterobacteriaceae

100%

U010786271|Bacteria_7

Enterobacteriaceae

100%

U010786272|Bacteria_8

Enterobacteriaceae

100%




U010786247|Bacteria_34

Staphylococcaceae

100%

Staphylococcus

100%

U010786248|Bacteria_35

Staphylococcaceae

100%

Staphylococcus

100%

U010786263|Bacteria_50

Staphylococcaceae

100%

Staphylococcus

100%

U010786264|Bacteria_51

Staphylococcaceae

100%

Staphylococcus

100%

U010786269|Bacteria_63

Staphylococcaceae

100%

Staphylococcus

100%

Legends: 4RDP Family confidence level. PRDP Genus confidence level. RDP Naive

Bayesian rRNA Classifier Version 2.10. Taxonomical Hierarchy: RDP 16S rRNA
training set 14. Confidence threshold (for classification to Root ONLY): 80%.
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