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Identificacdo molecular de Metarhizium sp. em adultos de Aedes aegypti infectados
Molecular identification of Metarhizium sp. in infected Aedes aegypti adults
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Resumo

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos tem sido uma alternativa de controle biorracional
para controlar Aedes aegypti. Estd em desenvolvimento um dispositivo contendo micoinseticida
a base de Metarhizium humberi IP 46 para o controle focal de adultos de A. aegypti, e a
avaliacdo da efetividade deste dispositivo em condi¢des de campo pode ser feita com o auxilio
de métodos sensiveis para deteccdo de IP 46 em mosquitos capturados no ambiente que foram
expostos ao fungo. Para isso, 0 objetivo desta proposta foi padronizar uma metodologia para
detectar DNA de IP 46 presente em adultos de A. aegypti apds exposicdo fangica. Adultos
foram tratados com formulacéo de IP 46 em condic¢des de laboratério ou semicampo por até 8
ou 14 dias, respectivamente. No teste de laboratério, foram avaliados os tampdes de extracdo
de DNA descritos por Saghai-Maroof et al. (1984) (1), Raeder e Broda (1985) (1) e Doyle e
Doyle (1987) (111). Para o teste de semicampo, o tampao mais eficiente na extracdo de DNA foi
utilizado nas amostras tratadas. As extracOes e amplificacbes foram confirmadas por
eletroforese. A regido TEF-intron foi amplificada por PCR utilizando os primers EF1T e EF2T.
Para controle positivo, utilizou-se micélio de IP 46, e para controle negativo, utilizou mosquitos
ndo expostos. Os produtos de PCR com amplificacdo positiva foram sequenciados. Os
resultados dos sequenciamentos mostraram que, com o tampao I, foi possivel extrair DNA do
IP 46 presente em A. aegypti com incubacdo de 0, 6 ou 8 dias a 75% de umidade relativa (UR)
e nos dias 2 ou 8 a mais de 98% de UR. Com o tampado 11, a extragédo de DNA do fungo ocorreu
em mosquitos incubados por 4, 6 ou 8 dias a 75% de UR e por 2, 4, 6 ou 8 dias a mais de 98%
de UR. O DNA de IP 46 foi obtido de mosquitos incubados por 2, 6 ou 8 dias a 75% de UR e
1, 2, 4 ou 8 dias a mais de 98% de UR, utilizando o tampao Ill. O tampéo Il apresentou os
resultados mais consistentes, portanto, foi utilizado nos ensaios de semi campo. Com essa
metodologia, foi possivel detectar IP 46 em mosquitos vivos ou mortos em diferentes estagios

de infecgéo fungica. Os primers utilizados na PCR foram especificos para M. humberi, ndo



havendo amplificacdo do DNA de outros microrganismos presentes na microbiota dos
mosquitos testados. O tampdo descrito por Raeder e Broda (1985) (I1) foi o mais eficiente na
extracdo de DNA de M. humberi IP 46 em adultos de A. aegypti, apresentando potencial para
ser utilizado em uma técnica de monitoramento da eficacia do dispositivo em condicdes de
campo. A avaliagdo do tamp&o em amostras de semicampo ainda precisa ser feita de forma mais
padronizada.

Palavras-chaves: Fungo entomopatogénico; Mosquito; Extracdo; DNA; PCR; Deteccéo.

Abstract

The use of entomopathogenic fungi has been an alternative of biorational control to control
Aedes aegypti. A device containing mycoinsecticide based on Metarhizium humberi IP 46 for
the focal control of A. aegypti adults is in developing. The evaluation of the effectiveness of
this device under field conditions can be done with the aid of sensitive methods for detecting
IP 46 in diseased mosquitoes captured in the field. To standardizing a methodology to detect IP
46 DNA present in A. aegypti adults after fungal exposure, adults were exposed to IP 46
formulations under laboratory or semi-field conditions for up to 8 or 14 days, respectively. In
laboratory testing, the DNA extraction buffers by Saghai-Maroof et al. (1984) (1), Raeder and
Broda (1985) (I1) and Doyle and Doyle (1987) (111) were evaluated. For the semi-field test, the
most efficient buffer in DNA extraction was used in the treated samples. The extractions and
amplifications were confirmed by electrophoresis. The TEF-intron region was amplified by
PCR using primers EF1T and EF2T. For positive control, use IP 46 mycelium, and for negative
control, use unexposed mosquitoes. PCR products with positive amplification were sequenced.
The results of the sequencing appreciated that, with buffer I, it was possible to extract DNA
from IP 46 present in A. aegypti with incubation of 0, 6 or 8 days at 75% relative humidity
(RH) and on 2 or 8 days more of 98% RH. With buffer I1, fungal DNA transmission occurred
in mosquitoes incubated for 4, 6 or 8 days at 75% RH and for 2, 4, 6 or 8 days at more than
98% RH. IP 46 DNA was obtained from mosquitoes incubated for 2, 6 or 8 days at 75% RH
and 1, 2, 4 or 8 days at more than 98% RH, using buffer I11. Buffer 11 showed the most consistent
results, so it was used in field trials. With this methodology, it was possible to detect IP 46 in
live or dead mosquitoes at different chances of fungal infection. The primers used in the PCR
were specific for M. humberi, with no amplification of DNA from other microorganisms present
in the tested mosquitoes. The buffer described by Raeder and Broda (1985) (I1) was the most

efficient in the transmission of M. humberi IP 46 DNA in A. aegypti adults, showing potential



to be used in a technique for monitoring the effectiveness of the device under conditions field.
The evaluation of the protocol in semi-field samples still needs to be done in a more
standardized way.

Keywords: Entomopathogenic fungus; Mosquito; Extraction; DNA; PCR; Detection.

1. Introduciao

A problematica das arboviroses, como Dengue, Zika ¢ Chikungunya, nos grandes
centros urbanos ainda ¢ permanente (Santos et al., 2022). Medidas para controlar o mosquito
Aedes aegypti, principal vetor destas doengas, continuam sendo estudadas e desenvolvidas de
forma integrada (Baldacchino et al., 2015; Ferndndez-Salas et al., 2015). Campanhas de
conscientizacdo da populacdo, medidas de saneamento e destruicdo dos criadouros no
peridomicilio e domicilio, € o uso de inseticidas quimicos, como organofosforados e piretroides,
sdo exemplos de medidas de controle (Braga e Valle, 2007). Entretanto, o uso indiscriminado e
sem planejamento de inseticidas quimicos gera populacdes de vetores resistentes, resultando na
diminui¢do do sucesso das campanhas (Melo-Santos et al., 2010; Smith et al., 2016).

Novas medidas de controle estdo em fase de estudo, e o controle bioldgico se destaca
(Mascarini et al., 2018). No Brasil, o controle biolégico tem ganhado destaque desde 2005 com
crescente foco e desenvolvimento na area (Bettiol, 2022). Exemplo disso, ¢ as alternativas com
fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae para controle de pragas agricolas (Thomas,
2018).

Mas a atengdo esta para a nova espécie do complexo M. anisopliae encontrado no solo
do Cerrado brasileiro, o fungo Metarhizium humberi 1P 46 (Luz et al., 2019). Esta espécie
apresenta grande viruléncia contra vetores de doencas, possuindo potencial como agente de
controle bioldgico contra mosquitos, triatomineos, carrapatos e outras pragas (Rodrigues et al.,
2015, 2021; Luz et al. 2016, 2019). M. humberi 1P 46 esta presente em um dispositivo para
controle focal de A. aegypti, desenvolvido pela equipe do Laboratorio de Patologia de
Invertebrados (LPI) do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da Universidade
Federal de Goids (UFG) (Martinez et al., 2021).

O dispositivo simula um criadouro onde fémeas gravidas em busca de local para
oviposi¢dao ou machos e fémeas em busca de local para repouso sao atraidos para o interior do
dispositivo e se contaminam, podendo entdao disseminar o patdogeno ao entrar em contato com
outros mosquitos ou apds sucumbirem a infec¢do fungica. O dispositivo foi testado em
condi¢des de laboratorio, semi campo e campo, e apresentou resultados promissores (Martinez

etal., 2021).



Nas avalia¢des envolvendo o isolamento de fungos em A. aegypti a metodologia vigente
era a descrita por Leles (2013) cujo mosquito ¢ colocado sobre meio agar—agua acrescido de
cloranfenicol, cristal violeta, tiabendazol. Tal técnica possibilita a identificagdo morfoldgica do
fungo para confirmar a eficacia do dispositivo em condi¢des de campo sdo necessarios
protocolos como este para detectar a presenca de Metarhizium sp. em adultos de A. aegypti.
Mas a metodologia de Leles (2013) apresenta limitagdes como o crescimento de contaminantes
que dificultam a visao para identificagdao de IP 46.

Uma alternativa seriam técnicas moleculares, que apresentam uma sensibilidade
diferencial em vivos, com capacidade de detectar DNA fingico nas mesmas condigdes em
mosquitos doentes e apds a morte por infecc¢ao. Ja foi visto, como no trabalho de Castro (2017),
o uso de técnica molecular para identificacdo de fungo entomopatogénico presente em inseto,
o que credibiliza tal metodologia. Neste mesmo estudo, o protocolo utilizado foi o descrito por
Raeder e Broda (1985), apresentando resultados satisfatorios. Também foi evidenciado no
trabalho de Tripathy (2017) o uso do protocolo descrito por Saghai-maroof (1984), como uma
melhoria do protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987), com potencial para o uso em
isolamento de fungo.

Algumas vantagens do uso de detecgdo molecular como a PCR s3o maior poder de
tipificagdo e discriminagdo, maior rapidez, bom limite de detec¢do, maior seletividade,
especificidade e o potencial para automag¢do (Bush e Nitschko, 1999). Mas apesar das
vantagens, também existe a complexidade do método, para ser implementado em andlises de
rotina e contaminantes presentes na amostra também ¢ um fator que pode inibir a reacdo
impedindo a identificacao (Boer e Beumer, 1999, Clarke et al., 1992).

A fim de contribuir com o desenvolvimento do micoinseticida para controle bioldgico
de A. aegypti, o presente trabalho teve como objeto a padronizagdo de uma técnica de extragao
de DNA que detecta M. humberi em adultos de A. aegypti contaminados/infectados
primeiramente em laboratério e posteriormente em semi campo, € assim auxiliar na

implementag¢do de um método de controle biorracional deste vetor.

2. Materiais e métodos

2.1. Origem, criacao e preparacao de Aedes aegypti

Larvas coletadas na cidade de Goiania em 2012, levaram a criacdo de uma coldnia de
A. aegypti mantida no Laboratério de Patologia de Invertebrados (LPI), cuja manutengao ¢

mantida de acordo com a metodologia descrita por Lima et al. (2009) e Rocha et al. (2015)



(CEUA 032/18). Para os testes, foram separados ovos desta colonia de criacdo e colocados em
um recipiente com agua aquecida. Apos a eclosdo das larvas, as larvas emergidas foram
alimentadas com rac¢dao animal durante 15 dias, e ao atingir o estagio de pupa, estas eram
transferidas com o auxilio de uma pipeta de Pasteur para um copo plastico de 50 ml com 20 ml
de 4gua Este foi armazenado em um recipiente plasticos transparente de 500 ml, com
alimentacdo ad libitum e tampado com tela. Os adultos foram utilizados com idade de 3 a 5 dias

apo6s a emergéncia dos mosquitos.

2.2. Origem, cultivo e preparacao do fungo entomopatogénico

M. humberi IP 46 isolado de amostra de solo coletada no Cerrado brasileiro em 2001, ¢
pertencente a colecdo de fungos entomopatogénicos do LPI (Luz et al., 2001). O fungo foi
inoculado em meio sélido de batata dextrose agar (BDA; Sigma-Aldrich) suplementado com
extrato de levedura (0,5 g/l; Sigma-Aldrich) a 25 + 1°C, 75 + 5% de umidade relativa (UR) e

fotofase de 12 horas por 15 dias e armazenados em geladeira a 4° C até a utilizagao.

2.3. Preparacao da formulac¢ao granulada

Conidios de M. humberi 1P 46 foram suspensos em 10 ml de Tween 80 a 0,1% estéril e,
em seguida, 1ml de uma suspensio de 5 x 10® conidios/ml foram aplicados em 100 ml de meio
basal (Mascarin et al., 2014; Rodrigues et al., 2021). Os frascos Erlenmeyer (250 ml) contendo
o meio foram acondicionados em incubadora rotativa (Marconi, MA420) a 250 rpm por 5 dias
a uma temperatura de 27° £ 3° C. Os microesclerddios (ME) produzidos foram quantificados
conforme descrito por Rodrigues et al. 2021

Para a elaboracao dos granulos, foi feito a manipulagdo vermiculita 96,7g (AgroFloc®;
Brasil Minérios, Goiania, Brasil), 3g de celulose microcristalina (Avicel PH-101®; Blanver
Farmoquimica, Tabodo da Serra, Brasil) e 0,3g de didxido de silicio (Evonik Degussa, Hanau,
Alemanha) e em seguida foram autoclavados. Estes foram preparados misturando a cada 100 g
dos trés ingredientes, a biomassa obtida do meio de cultura apds os 5 dias de fermentacao,
obtendo uma concentragdo de 3 x 10° ME/g, a mistura foi peneirada e posteriormente secada

em leito fluidizado (Rodrigues et al., 2021).

2.4. Exposicao de Aedes aegypti a Metarhizium humberi 1P 46 em condicdes de

laboratorio



Conidios foram raspados da superficie da cultura com o auxilio de uma espatula e secos
em dissecadora com silica gel a 4°C por 5 dias. Foi preparada uma formulagao contendo os
conidios secos de IP 46 e silicato de magnésio nas concentragdes de 107 conidios/cm? e 0,5
mg/cm?, respectivamente. O formulado foi aplicado em uma 4area de 352 cm?, que corresponde
a parede interna de um copo pléstico de 500 ml previamente lixado. Para a avaliagdo de uma
metodologia de extracdo de DNA, 30 adultos de 4. aegypti que foram colocados no interior do
copo e mantidos expostos a formulagao por 1 hora. Em seguida, os adultos foram transferidos
para dois novos copos (500 ml) sem tratamento fungico e contendo solugdo acucarada a 10%
para alimentacdo ad libitum. Os copos foram incubados a 75 + 5% ou >98% UR, 25 + 1°C e
fotofase de 12 h. Em cada repeticdo, a cada tempo de incubacao de 0 dias (logo apds a exposi¢ao
ao I[P 46), 1, 2, 4, 6 ou 8 dias, dois adultos, vivos ou mortos, de cada UR (75% e >98%) foram
transferidos para um microtubo de 1,5 ml. Os mosquitos ficaram armazenados a -20°C até a

realizacdo da etapa de extracdo de DNA.

2.5. Exposicao de Aedes aegypti a Metarhizium humberi IP 46 em condicGes de semi

campo

O teste de semi campo foi realizado em uma estufa (3 mddulos de 12 m? cada) construida
na area externa do IPTSP. O dispositivo contendo a formulacdo granulada foi instalado no
interior de um médulo, e em seguida 100 machos e 100 fémeas de A. aegypti foram liberados.
Machos e fémeas foram alimentados ad libitum com solucdo agucarada a 10%, e as fémeas
alimentadas com sangue de camundongos 2 dias antes de serem liberados no médulo, e no 7°
dia apos a liberacdo. (Rodrigues et al. 2021). A cada dois dias, por 14 dias, 8 adultos (vivos ou
mortos, preferencialmente mortos) foram coletados. Quatro adultos foram colocados sobre
meio agar-agua (10g/1) acrescido de cloranfenicol (5 g/l), tiabendazol (0,004 g/l) e cristal violeta
(0,01 g/l) (Leles, 2013) Os outros quatro adultos foram colocados em microtubos de 1,5 ml (2
em cada). Os mosquitos dos microtubos ficaram armazenados a -20°C, e os colocados sobre
meio &gar-agua ficaram armazenados em BOD a 25 + 1°C, 75 + 5% de umidade relativa (UR)

e fotofase de 12 horas.

2.6. Extracdo de DNA de M. humberi IP 46 para selecdo de metodologia



Em condig¢des de laboratoério, foram manuseadas as amostras de mosquitos tratados com
formulado de IP 46 (0, 1, 2, 4, 6 ¢ 8 dias), uma amostra com mosquitos ndo expostos ao fungo
(controle negativo) e a outra amostra apenas com micélio de IP 46 (controle positivo).

Em cada extracao foi utilizada a mesma metodologia descrita por Saghai -Maroof et al.
(1984), variando apenas o tampao de extracdo, sendo utilizado os tampdes dos protocolos
descritos por Saghai-Maroof et al. (1984) (Tampao I: tampao de extragdo 100 mM Tris-HCI pH
8,0; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2% CTAB), Raeder e Broda (1985) (Tampao II: tampao de
extracao 200 mM Tris-HCI pH 8,0; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0,5% SDS), e Doyle e Doyle
(1987) (Tampao III: tampao de extragdo 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA;
2% CTAB; 2% PVP). Ao todo foram feitas seis extracdes de DNA, com duplicatas de cada
tampao.

Seguindo os protocolos adaptados, foram adicionados 300 pl de tampao de extragdo em
cada microtubo contendo os mosquitos ou micélio de IP 46, e com micropistilo as amostras
foram maceradas por aproximadamente 5 minutos. Apds a maceracdo, foram adicionados mais
300 pl de tampao de extracdo, as amostras agitadas em voértex por 1 minuto e em seguida
incubadas a 65°C em banho-maria por 60 minutos; a cada 30 minutos foi feita agitagdao manual
por 30 segundos. Apos a incubagdo, as amostras foram deixadas esfriando em temperatura
ambiente por 5 min. Em seguida, foram adicionados 600 pl de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1), agitados gentilmente por 2 min e centrifugados a 10.000 g por 7 min. Os sobrenadantes
(fase aquosa) foram transferidos para novos microtubos, e adicionou igual volume de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). Ap6s nova mistura por leve agitagdo (2 minutos), foi
centrifugado novamente nas mesmas condigdes. Em seguida, os sobrenadantes foram
transferidos para novos microtubos, neste foram adicionados 500 pl de isopropanol a -20°C,
misturados e incubados a -20°C overnight. No dia seguinte, centrifugou a 15.000 g por 10 min.
O sobrenadante foi desprezado, e o pellet lavado com 600 pl de etanol 96% (-20°C). Os pellets
foram secos em temperatura ambiente por 20 min. Em seguida, os pellets foram ressuspendidos
com 50 pl de Tris-EDTA. As extracdes foram confirmadas com eletroforese em gel de agarose
1%. Os produtos de extracdo foram armazenados a -20°C. A partir do resultados, a melhor

metodologia serd avaliada também com amostras tratadas em teste de semi campo.

2.7. Avaliacao de metodologia de extracdo de DNA de IP 46 em mosquitos em semi

campo



Em cada extra¢do de DNA das amostras de semi campo, foi utilizada a metodologia com
melhor desempenho em laboratdrio, e confirmadas com eletroforese em gel de agarose 1%. Os
produtos de extragao foram armazenados a -20°C. Foram feitas trés repetigdes as quais

passaram pelo processo de coleta das amostras em semi campo, extragao de DNA e PCR.

2.7. PCR e sequenciamento

Apos a extragao de DNA das amostras foi realizada amplificagdo da regidao TEF-intron
(Fator de Extensdo da Tradugdo 1-a; primers EF1T e EF2T) por polymerase chain reaction
(PCR) de todos os produtos de extracdo (Rehner e Buckley, 2005). A amplificacdo também foi
confirmada por eletroforese de gel de agarose 1%. Os produtos de PCR com amplifica¢do
positiva foram enviados para realizagdo do sequenciamento (ACTGene Andlises Moleculares,
Alvorada, RS). Para a construgdo da arvore filogenética foram utilizadas sequéncias padroes
obtidas no banco de dados GenBank. As amostras foram alinhadas usando Muscle e ajustada.
Andlise de maximo verossimilhanca foi realizado com MEGA X (v.10.1.7) usando o modelo

Kimura-2 Parametros. Analise de Bootstrap foi realizado com 1000 réplicas.

3. Resultados

3.1. Selecao de uma metodologia de extracio com amostras tratadas em laboratorio.

3.1.1. Deteccao com tampaio I descritos por Saghai-Maroof et al. (1984)

Nas extragdes utilizando o tampao descrito por Saghai-Maroof et al. (1984) (tampao I)
a duplicata confirmou a presenca de DNA na eletroforese em gel de todas as amostras de
mosquito exposto ao fungo, do controle negativo (mosquito sem exposi¢ao ao fungo) e no
controle positivo (micélio de IP 46) (Fig. lac). Em relacdo ao PCR da primeira repeti¢do, foi
possivel ver a presenca de banda (~700 pb) pela eletroforese no tempo zero, no controle positivo
e nas amostras de mosquitos incubados a 75% ou >98% UR, sendo que na UR de 75% foram
visualizadas bandas no tempo de 6 e 8 dias, em que os mosquitos ja estavam mortos € na UR
>98% foram visualizadas no tempo de 2 e 8 dias (Fig. 1b). Ja na segunda repeti¢ao foi

visualizado apenas no controle positivo e na UR >98% nos tempos de 2, 6, e 8 dias (Fig. 1d).
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Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose das extragdes (a, ¢) realizadas com o tampao de extragdo do tampéo I,
e PCRs (b, d) das amostras utilizando os primers EF1T e EF2T. As porcentagens indicam a umidade relativa em
que as amostras foram incubadas e os nimeros acompanhados da letra “d” corresponde a quantidade de dias que

as amostras ficaram incubadas.

3.1.2 Deteccao com tampao II descrito Raeder e Broda (1985)

Na extragdo que utilizou o tampao descrito por Raeder e Broda (1985) (tampao II) a
duplicata também confirmou a presenca de DNA na eletroforese em gel de todas as amostras
de mosquito exposto ao fungo, de controle negativo (mosquito sem exposi¢do ao fungo) e no
controle positivo (micélio de IP 46) (Fig. 2ac). A eletroforese da PCR trouxe que, na primeira
repeti¢do a presenca das bandas (~700 pb) foram visualizadas nas amostras que foram
incubadas em UR de 75% e >98% e no controle positivo sendo que na UR de 75% foram
visualizadas bandas no tempo de 4, 6 e 8 dias e na UR de 98% foram visualizadas no tempo de
2, 6 e 8 dias (Fig. 2b). J& a segunda repeti¢ao, as bandas foram visualizadas na UR de 75% e
>98% e no controle positivo sendo que na UR de 75% tiveram bandas no tempo de 4, 6 e 8 dias

e na UR de >98% tiveram bandas em todos os tempos 1, 2, 4, 6 ¢ 8 dias (Fig. 2d).
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Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose das extragdes (a, ¢) realizadas com o tampao de extragdo do tampao II,
e PCRs (b, d) das amostras utilizando os primers EF1T e EF2T. As porcentagens indicam a umidade relativa em
que as amostras foram incubadas e os nimeros acompanhados da letra “d” corresponde a quantidade de dias que

as amostras ficaram incubadas.

3.1.3 Deteccao com tampao III Doyle e Doyle (1987)

Em relacdo ao tampao descrito por Doyle e Doyle (1987) (tampao III), a presenga de
DNA nio foi bem evidenciada em todas as amostras pela eletroforese em gel. Na primeira
extracdo foram visualizadas bandas das amostras do tempo zero, no controle positivo e
negativo, nas amostras que foram incubadas nas UR de 75% nos tempos de 1, 2, 4, 6 ou 8 dias
e na UR de 98% nos dias 1, 2, 4, 6 ou 8. Porém no controle positivo, ¢ nas amostras incubadas
na UR de 98% nos tempos de 6 ¢ 8 dias, a intensidade das bandas foi muita fraca, dificil de
serem visualizadas (Fig. 3a). Na segunda repeticdo da extracdo de DNA, as amostras que tinham
a presenga de DNA foram as do controle positivo e negativo e as amostras incubadas nas UR
de 75% no tempo 1, 2 ¢ 6 e na UR de 98% foi visualizada apenas uma banda no tempo de 6
dias. Porém as bandas da UR de 75% no tempo de 2 ¢ 6 dias, e na banda da UR de 98% no
tempo de 6 dias, tiveram uma intensidade muito baixa, também dificil de visualizar (Fig. 3c).

Na PCR com DNA obtido na extracdo usando o tampao descrito por Doyle & Doyle,
foi possivel visualizar pela eletroforese em gel de agarose 1% que a amplificagdo feita na
primeira extracao teve a presenca de banda no controle positivo e nas amostras incubadas em
UR de 75% no tempo 2 e 8§ dias e na UR de 98% as bandas foram vistas no tempo de 1,2 ¢ 4
dias (Fig. 3b). J&4 a PCR feita na segunda extracdo a presenca das bandas foram vistas no
controle positivo, na UR de 75% no tempo 6 e 8 dias e na UR de 98% no tempo de 4 e 8§ dias
(Fig. 3d).
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Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose das extragdes (a, ¢) realizadas com o tampao de extragdo da tampao
II1, e PCRs (b, d) das amostras utilizando os primers EF1T ¢ EF2T. As porcentagens indicam a umidade relativa
em que as amostras foram incubadas e os nimeros acompanhados da letra “d” corresponde a quantidade de dias

que as amostras ficaram incubadas.

3.1.4 Sequenciamento das amostras amplificadas na avaliacdo da metodologia

O sequenciamento foi realizado a partir dos produtos de PCR com amplificagdo positiva
(visualizagcdo de banda) e com as amostras sequenciadas e alinhadas, foi elaborada a arvore
filogenética elaborada para comparar os resultados obtidos da extragdo com o sequenciamento
de outras espécies ja identificadas. O sequenciamento confirmou que o DNA extraido e
amplificado foi de M. humberi (Fig. 4 e 5); porém a amostra da segunda PCR do tampao I na
UR de 98% no tempo de 6 dias e no tampao II na primeira PCR no tempo de 1 dia em UR de
98% e na segunda PCR do tempo de 6 dias em >98% UR, o sequenciamento e alinhamento nao
foram bem-sucedidos e consequentemente nao foi possivel a deteccao do IP 46 nessas amostras.
O tampao III ndo foi enviado para o sequenciamento.

O tampao I foi capaz de extrair IP 46 ao final do sequenciamento da primeira PCR nas
amostras do tempo zero e as da UR de 75% nos dias 6 e 8, e na segunda PCR desse mesmo
tampdo apresentou sequenciamento nas amostras da UR de 98% do tempo de 2, 6 e 8 dias (Fig.
4). Ja no tampao II o sequenciamento foi visivel nas amostras da primeira PCR na UR de 75%
no tempo de 4, 6 e 8 dias e na UR de 98% nos dias 1, 2, 4, 6, e 8. E nas amostras da segunda
PCR do tampao II o sequenciamento foi feito nas amostras de 75% no tempo de 4, 6 e 8 dias e
na UR de 98% no tempo de 2, 6 e 8 dias (Fig. 5).

As amostras do tampao I ficaram agrupadas com um suporte de bootstrap de 90% se
ramificando com todas as outras espécies apontando a mesma relagcdo de ancestralidade (Fig.

4), onde a espécie com maior relagdo ancestral foi o M. anisopliae ARSEF 7487 ¢ ARSEF 7450.



Ja no tampao II, as amostras também ficaram agrupadas, mas estas apresentaram suporte de
bootstrap de 92% também se ramificando com todas as outras espécies apontando a mesma

relagdo de ancestralidade principalmente com o M. anisopliae ARSEF 7487 ¢ ARSEF 7450
(Fig. 5).
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Figura 4 — Filograma de sequéncia de genes do Fator de Extensdo da Tradugdo 1-o (TEF-intron) alinhados e com
as sequéncias obtidas no tampao I. As arvores foram enraizadas usando a sequéncia de Metarhizium frigidum

ARSEF 4124. Todas as sequéncias dos isolados foram obtidas no GenBank.
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Figura 5 - Filograma de sequéncia de genes do Fator de Extensdo da Tradugdo 1-a (TEF-intron) alinhados e com
as sequéncias obtidas no tampdo II. As arvores foram enraizadas usando a sequéncia de Metarhizium frigidum

ARSEF 4124. Todas as sequéncias dos foram obtidas no GenBank.

3.2. Avaliacdo da metodologia escolhida com amostras tratadas em semi
campo
No tratamento dos mosquitos em condigdes de semi campo com o dispositivo que
continha formulacdo granulada com IP 46, a primeira repeticdo, das trés que foram feitas,
apresentou extracdes de DNA apenas nas amostras no tempo de 6d, 8d, 10d, 12d, 14d e no
controle positivo (Figura 6a). No PCR foi possivel detectar IP 46 no tempo 6d, 8d, 10d, 14d e
no controle positivo (Figura 6b).
Na segunda e terceira repetigdo, as extragdes de DNA foram visualizadas em todas as
amostras coletadas em semi campo (Figura 7ab). Nos PCRs de ambas as repeti¢cdes nao houve

amplificacdo do IP 46 em nenhuma das amostras, inclusive no controle positivo (Figura 9cd).
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose da extragdo (a) realizada em amostras do teste em condigdes de semi
campo na primeira repeti¢do, e PCR (b) das amostras utilizando os primers EF1T e EF2T. As letras na parte
superior da imagem irdo indicar o sexo do mosquito (Fémea ou Macho) e o estado no qual eles foram
encontrados (morto ou vivo), sendo que cada amostra tem dois mosquitos podendo assim terem sido coletados
em estados diferentes. E os numeros acompanhados da letra “d” corresponde a quantidade de dias que as

amostras ficaram incubadas.
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Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose das extragdes (a, c) realizadas em amostras do teste em condi¢des de
semi campo nas segunda e terceira repeti¢des, ¢ PCRs (b, d) das amostras utilizando os primers EF1T ¢ EF2T. As
letras na parte superior da imagem irdo indicar o sexo do mosquito (Fémea ou Macho) e o estado no qual eles
foram encontrados (morto ou vivo), sendo que cada amostra tem dois mosquitos podendo assim terem sido
coletados em estados diferentes. E os nlimeros acompanhados da letra “d” corresponde a quantidade de dias que

as amostras ficaram incubadas.

Também foram incubadas amostras em agar-dgua até a visualizacdo de IP 46. Na
primeira repeticao, foi possivel visualizar o crescimento do fungo na amostra coletada no dia
6, que se tratava de um macho coletado vivo (Figura 8a). Na segunda repeticdo nao foi
visualizado o crescimento do IP 46. E na terceira repeticao, o IP 46 foi visualizado também em
uma amostra coletada no dia 6, que se tratava de um macho coletado vivo, mas moribundo, e

em uma amostra do dia 8 que se tratava de uma fémea coletada morta (Figura 8bc).

Figura 8§ — Agar-4gua com amostras de semi campo, de mosquitos contaminados com IP 46 na

primeira e terceira repeticao (a, b, ¢). Em cada imagem evidencia o fungo crescendo sobre o
mosquito. Primeira imagem ¢ da primeira repeti¢do (a) e a segunda e terceira imagem sio da

terceira repetigdo (b, ¢)

4. Discussao

4.1 Selecio de uma metodologia de extragdo com amostras tratadas em laboratorio.

Para obter uma alta eficiéncia da amplificagdo, a extracdo ¢ uma etapa fundamental. Na
extracdo de DNA os principais procedimentos ¢ a lise das células presente nas amostras e a
purificacdo do DNA, e para cada tipo de amostra existem varios protocolos que podem ser
testados, adaptados e otimizados a fim de conseguir DNA de boa qualidade para posterior PCR

(EMBRAPA, 2007).



O protocolo de extracdo seguido foi uma adaptacdo do protocolo de Saghai-Maroof
(1984) que buscou uma forma mais segura em relagdo aos reagentes utilizados. Produtos como
fenol e P-mercaptoetanol apresentam uma alta toxicidade e sdo comuns nesse tipo de
experimento. Neste protocolo adaptado, foi utilizado o cloroféormio-alcool isoamilico (24:1)
que ¢ um reagente menos toxico do que aqueles vistos corriqueiramente, favorecendo uma
maior seguranga.

Dos trés diferentes tampdes de extragao de DNA avaliados, o melhor para extragao do
DNA do fungo M. humberi pode-se afirmar foi o tampao II, na sequéncia tampao I e por ultimo
o tampao III. Apesar de todos os tampdes terem conseguido extrair DNA em uma quantidade
significativa de amostras, parte deste DNA provavelmente também seria do mosquito e de
outros microorganismos presentes na microbiota dele, j4 que extracdo de DNA extrai todo o
conteido de DNA que tem na amostra. Mas ap0s a realizacao da PCR foi evidenciado quais
extragdes tiveram a capacidade de extrair propriamente o DNA de IP 46.

Na extragdo com tampao II, os resultados da PCR foram coerentes, amplificando o que
que foi extraido e apresentando resultado positivo nas mesmas amostras, em ambas as
duplicatas, com falha da presenc¢a de bandas em apenas duas amostras (UR de 98% no tempo
de 1 e 4 dias). Ja na PCR das amostras feitas com o uso do tampao I, as bandas tiveram falhas
em quatro amostras (dia zero; UR de 75% no tempo de 6 e 8 dias e na UR de 98% no tempo de
6 dias) dentre as bandas que foram evidenciadas nas duplicatas. E por fim, na PCR das amostras
feitas com o tampao III, as bandas formadas nas duplicatas tiveram falha de concordancia em
6 amostras (dia zero; UR de 75% nos dias 2 e 6 e na UR de 98% nos dias 1, 2 ¢ 8).

Apo6s a exposi¢ao dos mosquitos a I[P 46, a frequéncia de mortalidade foi diferente para
cada UR. Na incubagdo a 75% de UR, os mosquitos comecaram a morrer a partir do quinto dia
apos a exposic¢ao, enquanto os que foram incubados em >98% UR j& morriam apds o segundo
dia de exposi¢do, possuindo assim amostras de mosquitos vivos ou mortos para fazer as
extracdes de DNA, sendo que os mosquitos mortos tiveram uma maior detec¢do certamente
pela alta quantidade de fungo que ja tinha infectado e crescido no mosquito

E possivel notar que a presenca das bandas nas extragdes ¢ PCRs véo se intensificando
nas umidades de 75% e 98% proximo ao fim dos dias de incubacdo, devido ao aumento do IP
46 no hospedeiro. Sabe-se que o fungo M. humberi consegue sobreviver e infectar em umidade
relativa de 75% e 98%, porém, € apenas na UR de 98% que ele ird conseguir promover a
conidiogénese. Entdo nas amostras de 75% era possivel observar a morte dos mosquitos
proximo ao sexto dia, e o fungo ndo se desenvolvia visualmente sobre o hospedeiro, enquanto

na UR de 98% os mosquitos infectados morriam proximo do terceiro dia apds a exposi¢ao ao



fungo e ainda poderia visualizar nos dias seguintes o desenvolvimento do fungo sobre o
mosquito. Essa conidiogénese na UR de 98% possibilitou um aumento da concentra¢do de
fungos o que potencializou a deteccao do mesmo.

Mas apesar do aumento da concentragao do fungo com o avangar dos dias que favoreceu
algumas extracdes, o tampao II foi capaz de detectar o IP 46, nas amostras incubadas pouco
tempo depois da exposi¢do, o que valida significativamente a técnica. Também foi visualizada
a detecg¢ao do IP 46 no tampao I ainda no tempo zero (logo apds a exposicao do mosquito a
formulacao fungica) que ¢ considerada uma amostra com baixa concentragcdo do fungo, e que
provavelmente o mesmo ainda ndo penetrou no mosquito, mas que talvez ainda possua uma
grande quantidade do fungo na parte externa do corpo, sem ter tido tempo para uma
autolimpeza. E por fim no tampao III foi também possivel detectar o IP 46 nos primeiros dias
de exposi¢do. Dessa forma, ressalta-se sensibilidade das técnicas tanto em hospedeiros vivo
quanto em hospedeiros mortos, permitindo avaliacdo das melhores técnicas.

A regido que foi amplificada (TEF- intron) nas amostras ¢ a regido mais eficaz para
distinguir espécies individuais de Metarhizium (Bischoff, 2009). A partir da regido TEF-intron
amplificada foi feito o sequenciamento das amostras que foram demostradas em uma arvore
filogenética conseguindo mostrar a relagdo do DNA de IP 46, extraido das amostras de
mosquitos expostos, com espécies do complexo de Metarhizium anisopliae que sdo as espécies
mais proxima a M. humberi. Devido a especificidade dos primers utilizados, a PCR amplificou
apenas regides proprias do fungo, sem haver amplificagdo do DNA de outros microorganismos

que poderiam estar ali.

4.2 Avaliacio da metodologia escolhida com amostras tratadas em semi campo

J& os experimentos realizados em semi campo ndo obtiveram resultados padronizados.
Na primeira repeti¢do, das amostras que tiveram extragdo de DNA, a maioria conseguiu
posteriormente ter a regido TEF-intron amplificada. Na segunda e terceira repeti¢do nao
apresentaram bandas na eletroforese das amostras tratadas e no controle positivo. Por se tratar
de uma técnica molecular muito sensivel, existem varidveis que podem interferir na realizacao
das PCREs, e tais variaveis ainda precisariam ser analisadas para assim ter um melhor resultado
NOS Processos.

As amostras que ndo passaram pelo processo de extragdo e amplificagdo sendo
incubadas no agar-dgua, apresentaram um resultado com pouca detec¢@o do IP 46 nas amostras,

mas que evidenciou claramente, naquelas amostras que o fungo se manifestou. Foram coletadas



amostras de mosquitos mortos, os quais nem todos teve o desenvolvimento do IP 46, mas que
possivelmente foi a causa da morte destes mosquitos.

A partir dos experimentos realizados ¢ possivel ressaltar a dificuldade em se obter uma
padronizacao a partir de amostras de semi campo. A possibilidade desta problematica pode se
dar pela quantidade de fungo que o mosquito vai carregar, mas nao apenas por isso, também
pode-se ter uma variagdo no processamento das amostras uma vez que sao técnicas sensiveis €

que sao passiveis de apresentar algum problema.

5. Conclusao

Dentre os tampdes avaliados, o tampao II foi o que melhor detectou a presenca do fungo
entomopatogénico Metarhizium humberi em adultos de 4. aegypti, tendo potencial para ser uma
técnica utilizada no monitoramento da eficacia do dispositivo em condicdo de campo,
identificando a presenca do IP 46. A partir desse estudo serdo feitas novas analises para melhor
avaliar a eficacia do protocolo.

Dentre os testes realizados para avaliagdo do protocolo adaptado de Raeder e Broda
(1985), tem-se que a avaliacdo do protocolo em amostras de semi campo que ainda precisam

ser aprimoradas para serem apresentadas de forma padronizada.
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