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RESUMO

A resisténcia de Culex quinquefasciatus a toxina inseticida (Bin) de Bacillus
sphaericus (Bsp) pode estar associada a uma falha da ligagdo da toxina com o0s
receptores Cqml, localizados no microvilli intestinal das larvas através de uma
ancora GPI. Muta¢gBes no gene cgml podem impedir a expressdo de proteinas
Cgml funcionais e gerar um alto nivel de resisténcia. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar e avaliar a frequéncia de alelos de resisténcia (r) em populagbes e
colénias de C. quinquefasciatus. Neste estudo, o alelo r cqgqmlgec, selecionado e
identificado anteriormente na colénia R2362, foi detectado por PCR alelo-especifica
em quatro populagbes de Recife com frequéncias entre 0,001 e 0,017. Em duas
populacdes foram identificados novos alelos r, 0 cqgmlrec.pis € 0 CqMlrec-p2s, COM
frequéncia entre 0,002-0,006. Estes alelos sdo caracterizados por delegdes de 16 e
25-nt, respectivamente, as quais geram codon de terminacdo da traducdo prematuro
(CTTP) e néo codificam proteinas com ancora GPIl. Um segundo alelo r (cqmlgec.2)
foi identificado na col6nia R2362 e possui uma mutacdo nonsense (G1292A) que
também gera um CTTP, impedindo a localizagdo de receptores Cgml no epitélio. O
alelo cgmlgec-» foi co-selecionado com o cgmlgec ha coldnia R2362 e uma analise
da competicdo entre eles mostrou que o cgmlgec2 predomina sob pressdo de
selecdo com Bsp, enquanto que o cqgmlgec € majoritario na auséncia de Bsp. A
expressédo relativa dos alelos cqmlgrec € cgmlgec», avaliada por PCR em tempo
real, mostrou que ambos possuem uma expressdo significativamente menor em
relacdo ao cqml. Amostras de microvilli intestinal de larvas homozigotas para cada
alelo apresentaram uma baixa capacidade de interagdo com a toxina Bin,
corroborando os dados de expressdo génica e o fendtipo de resisténcia. Este estudo
mostrou a deteccdo e caracterizagdo de novos alelos de C. quinquefasciatus que
conferem resisténcia a Bsp e estes dados sao fundamentais para o diagndstico e
manejo da resisténcia em programas de controle

Palavras-chave: Toxina Bin, receptor Cqml, a-glicosidase, alelos de resisténcia,
frequéncia alélica, manejo da resisténcia.
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ABSTRACT

Culex quinquefasciatus resistance to the insecticidal toxin (Bin) from Bacillus
sphaericus (Bsp) can be associated with a failure of toxin binding to Cgm1 receptors
located on larvae midgut via a GPI anchor. Mutations in the cqm1 gene can prevent
the expression of Cqm1 functional proteins leading to high levels of resistance. The
goal of this study was to characterize resistance alleles (r) and evaluate their
frequency in C. quinquefasciatus populations and colonies. In this study, the r allele
cqmlgec, previously selected and identified in the colony R2362, was detected by
allele-specific PCR in four populations from Recife Metropolitan Area and the
frequencies ranged from 0.001 to 0.017. New r alleles were identified in two
populations, cgmlgrec.oi6 and cqmlgrec.p2s, With frequencies between 0.002-0.006.
Both alleles are characterized by deletions of 16 and 25-nt, respectively, which
generate a premature translation termination codon (PTTC) preventing the
expression of GPl-anchored proteins. A second r allele (cqmlgrec-2) was identified in
the colony R2362 and it has a nonsense mutation (G1292A), which also generates a
PTTC and prevents the localization of Cqm1 receptors on the midgut. The cqmlgec-2
allele was co-selected with cqml1gec in the R2362 colony and analysis of competition
between these alleles showed that the cqgmlgrec.. predominates under selection
pressure with Bsp, whereas the cqmlgrec is majoritary in Bsp absence. The relative
expression of cqgmlgec and cgmlgec. alleles evaluated by real-time PCR showed
that both have a significative lower expression in comparison to the cqml. Samples
of midgut microvilli from homozygous larvae for each allele had a low capacity to
interact with the Bin toxin corroborating data from gene expression and resistance
phenotype. This study demonstrated the detection and characterization of new
alleles that confer C. quinquefasciatus resistance to Bsp and these data are essential
for the resistance diagnosis and management in control programs.

Key words: Bin toxin, Cgml receptor, a-glucosidase, resistance alleles, allelic
frequency, resistance management.
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1 INTRODUCAO

O mosquito Culex quinquefasciatus pode atuar como vetor de Wuchereria
bancrofti, agente etiolégico da filariose bancroftiana no Brasil, além de ser um
potencial vetor para arboviroses emergentes, tal como o Virus do Oeste do Nilo
(VNO), que ja causou vérias epidemias nos Estados Unidos e recentemente foi
detectado em paises da América do Sul, inclusive no Brasil. A reduc&o populacional
de C. quinquefasciatus pode ser alcangcada através de métodos de controle e esta
acdo é essencial para interromper o ciclo de transmissdo de patégenos e a
morbidade causada por esta espécie. Bacillus sphaericus (Bsp) é uma bactéria
entomopatégena utilizada como larvicida eficiente para o controle de espécies do
género Culex e sua efetividade tem sido demonstrada em vérios programas de
controle. O principal fator toxico de Bsp para larvas de culicideos é a toxina binaria
(Bin) contida em um cristal protéico produzido durante a fase de esporulagdo da
bactéria. ApOs a ingestdo deste cristal pelas larvas, ocorre a sua solubilizagdo em
pH intestinal alcalino e a protoxina liberada no Iimen é clivada por serina-proteases
para atingir a forma de toxina ativa. A agao da toxina Bin depende da interagdo com
receptores especificos presentes na regido apical da membrana das células do
epitélio intestinal das larvas, e o receptor em C. quinquefasciatus, denominado
Cgml, é uma o-glicosidase ligada ao epitélio intestinal através de uma ancora do
tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI). A acéo deste biolarvicida depende da interagdo de
apenas uma toxina com uma Unica molécula que é o receptor Cgml e, portanto,
alteragOes neste sitio-alvo estdo associadas a resisténcia.

Estudos da base molecular da resisténcia a Bsp permitiram a caracterizagao
de quatro alelos de resisténcia do gene que codifica o receptor da toxina Bin, que
foram identificados em duas coldnias mantidas em laboratério e em uma populagao
de campo do complexo Culex pipiens. Nas colonias GEO de C. pipiens (EUA), e
R2362 de C. quinquefasciatus (Brasil), uma mutacdo pontual no gene cpml
(cpmlgeo) € uma delecdo de 19 nucleotideos no gene cgml (cgmlgec),
respectivamente, geram um cédon de terminacdo de tradugdo prematuro levando a
producdo de proteinas truncadas, desprovidas de ancora GPI. Com a auséncia da
ancora, o receptor ndo é localizado na superficie do epitélio e, portanto ndo ha acéo
da toxina Bin. Os outros dois alelos foram identificados na populagéo de campo BP

da Franca. O cpmlgp apresenta uma mutacdo pontual que leva a producdo de uma
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proteina truncada, sem ancora GPI, devido a um cddon de terminagdo prematuro. O
cpmlgp-del apresenta a insercdo de um elemento transponivel que causa uma
delecdo de 198 nt que gera uma perda de 66 aminoacidos na proteina sintetizada.
Apesar desta proteina possuir a ancora GPIl, ela ndo se liga a toxina Bin
provavelmente por mudangas conformacionais ou perda do epitopo de ligagéo.

Um dos fatores determinantes no processo da selecdo de resisténcia € a
frequéncia inicial dos alelos de resisténcia (r) e o seu modo de heranca em
populagBes naturais expostas ao tratamento com biolarvicidas. Individuos
resistentes podem ser identificados a partir de ensaios de susceptibilidade in vivo,
porém esta deteccdo é dificil quando os alelos r tém heranca recessiva. Por esta
razdo, para a detecgéo e o estabelecimento das frequéncias destes alelos, o0 método
mais direto e especifico € através de ferramentas moleculares como a PCR. Para o
desenvolvimento das estratégias de manejo da resisténcia sdo necessarios dados
relativos a identidade e frequéncia inicial de alelos r nas populagdes que séo alvo de
inseticidas. A caracterizagdo dos quatro alelos de resisténcia a Bsp (cgmlgec;
cpmlceo; cpmlgp € cpmlgp—del) em larvas do complexo Culex pipiens abriu
perspectivas para o desenvolvimento de ferramentas moleculares para a avaliagao
de suas frequéncias em populagdes naturais tratadas ou ndo com Bsp e a
ocorréncia dos mesmos em areas geograficas diferentes.

Vérias éreas da Regido Metropolitana do Recife (RMR) vém sendo expostas a
tratamentos com biolarvicidas a base de Bsp para o controle de populacdes de
Culex e um trabalho prévio realizado por nossa equipe mostrou a viabilidade e
importancia da aplicacdo de uma ferramenta molecular para avaliar a frequéncia de
alelos de resisténcia nestas populagdes. O alelo cgmlgec foi caracterizado na
colénia R2362, oriunda da RMR, e um screening realizado através de PCR alelo-
especifica permitiu determinar sua frequéncia em populac¢des, demonstrando a sua
importancia para avaliar o risco de selegédo da resisténcia. No caso de outros alelos,
como o cpmlgeo, Oriundos de areas geograficas diferentes, ndo se sabe se ocorrem
nas populagées da RMR e em que frequéncia.

Os dados da literatura indicam que o gene cgml apresenta VAarios
polimorfismos e alguns deles estdo associados a resisténcia. A colénia R2362,
selecionada em laboratério com Bsp, foi caracterizada como resistente apos 46
geracbes e a andlise molecular demonstrou que a colbnia era composta por

individuos homozigotos para o alelo cgmlgec. Recentemente, uma avaliacdo
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genotipica de individuos desta colbnia, apés 160 geracdes, demonstrou a presenca
de individuos portando outro alelo que pode conferir um alto nivel de resisténcia a
Bsp e foi co-selecionado com o alelo cqmlgrec na colbnia R2362. A sucessédo de
alelos r em populagbes de campo expostas a inseticidas quimicos tém sido
registrada na literatura. No entanto, a sele¢cédo deste novo alelo em uma col6nia sob
condigdes de laboratorio e sem fluxo génico constitui um modelo interessante para o
estudo da resisténcia.

O principal objetivo deste trabalho foi contribuir para a caracterizagdo de
alelos associados a resisténcia e desenvolvimento de métodos diagnésticos, visando
usar estes conhecimentos para o manejo da resisténcia. Neste estudo foi realizado
um screening de dois alelos r previamente caracterizados, 0 cqmlgec € 0 cpMlceo,
em populacdes de campo da RMR tratadas ou ndo com Bsp. Durante essa
avaliacdo, foram detectados dois novos polimorfismos no gene cgml associados a
resisténcia em individuos destas popula¢des, aumentando, desta forma, o repertorio
de alelos r a Bsp, 0 que é estratégico para identificar o risco de selecdo da
resisténcia. Além disso, um novo polimorfismo no gene cgml foi identificado na
colénia de laboratério R2362 que também leva a um fendtipo similar aquele
apresentado pelo alelo cqmlgec € avaliagdes para caracterizar este novo alelo em

colonias de laboratério foram realizadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Culex quinquefasciatus

C. quinquefasciatus é um inseto da ordem Diptera, pertencente a familia
Culicidae, que apresenta distribuicdo cosmopolita, preponderando nas regides
tropicais e subtropicais do mundo. E um mosquito amplamente encontrado no Brasil,
principalmente devido as caracteristicas climaticas do pais e a sua abundancia em
areas urbanas estd ligada a ocupacdo desordenada e aos problemas de
saneamento (CONSOLI, 1994), que possibilitam uma grande disponibilidade de
criadouros preferenciais desta espécie com agua estagnada e rica em matéria

organica.

2.1.1 Biologia e ecologia

C. quinquefasciatus tem um ciclo bioldgico relativamente curto, com média de
10 dias, compreendendo as fases de ovo, quatro estadios larvais, pupa e adulto
(Figura 1). Os mosquitos adultos tém hébitos noturno e endofilico e as fémeas séo
hematé6fagas. Para realizar a postura dos ovos, as fémeas necessitam fazer o
repasto sanguineo em uma grande variedade de animais, sobretudo o homem, pois
sdo antropofilicas. Cerca de 48 horas ap0s o repasto sanguineo, as fémeas
depositam, em ambiente aquético, seus ovos agrupados em forma de jangadas.
Aproximadamente 48 horas apds a oviposi¢do, ocorre a eclosédo das larvas do 1°
estadio (L;), as quais sofrem mudas e passam por mais trés estadios (L., L3 e Ly),
cada um com duracdo media de 24 h, até atingir a fase de pupa que dura cerca de
24-48 h. Apos esta fase, ocorre a emergéncia dos adultos dando inicio a fase alada
no ambiente terrestre. E importante salientar que os culicideos possuem
caracteristicas bioldgicas, tais como curto ciclo de vida, alta capacidade reprodutiva
e de adaptacdo ao ambiente, que fazem com que seu controle populacional seja
dificil (CONSOLI, 1994).

Os criadouros preferenciais de C. quinquefasciatus sdo ambientes com agua

parada e com elevada carga de matéria organica, sobretudo dejetos animais e
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humanos. As fémeas p6em seus ovos, preferencialmente, em fossas, valas, bem
como outros criadouros, tais como bebedouros de animais, pocos e caixas d’agua
(CONSOLI, 1994). E comum observar a abundancia de larvas em um determinado
criadouro, pois sabe-se que as fémeas produzem um feromonio de oviposicao,
depositado no polo apical dos ovos, que atrai outras fémeas para fazerem a
oviposicdo em criadouros ja colonizados. Em alta concentracdo, este feroménio
pode ter efeito repelente, que seria percebido pela fémea como um local inadequado

para oviposicao devido a possivel competicao por recursos (BARBOSA et al., 2007).

Figura 1 - Ciclo bioldgico de Culex quinquefasciatus.

JANGADA

Fonte: Barbosa et al. (2007).

2.1.2 Importancia na saude publica

C. quinquefasciatus possui grande importancia na saude publica, pois é o
vetor de Wuchereria bancrofti, agente etiolégico da filariose linfatica no Brasil.
Atualmente, mais de 1,3 bilhdo de pessoas (cerca de 19% da populacdo mundial)
vivem em area de risco de contrair a infeccdo e estima-se que ha cerca de 120
milhdes de individuos parasitados em areas tropicais e subtropicais. Destes

infectados, quase 25 milhdes de homens tém doencas genitais (a mais comum é
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hidrocele) e quase 15 milhdes, a maioria mulheres, tém linfoendema ou elefantiase.
Dos 120 milhdes de individuos parasitados, 90% s&o portadores de W. bancrofti e
10% de outras espécies de filarias de menor ocorréncia (ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2012).

Os vermes adultos de W. bancrofti alojam-se nos linfonodos e vasos linfaticos
do individuo infectado, e as microfilarias (formas embrionarias) sédo encontradas no
sangue periférico, possuindo uma periodicidade noturna com um pico entre 23:00 e
01:00 h. Este pico coincide com o horario preferencial de hematofagia de C.
quinquefasciatus, na maioria das regibes endémicas. As fémeas ingerem as
microfilarias no momento do repasto sanguineo, que atravessam o epitélio intestinal
e dirigem-se ao térax onde se desenvolvem e depois migram para as glandulas
salivares, onde atingem o estadio larval infectante (L3). O quadro clinico da filariose
pode ser assintomético, agudo ou crénico. As manifestacbes agudas podem ser
linfangite, linfadenite, febre e mal estar e as crénicas podem ser linfedema,
hidrocele, quiliria e elefantiase, podendo esta Ultima, ser agravada por infeccbes
bacterianas ou fangicas (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

Em um levantamento realizado na década de 50 no Brasil, foram encontrados
casos autoctones da doenca em 11 cidades (ROCHA; FONTES, 1998). Atualmente,
apdés campanhas de profilaxia, com base no tratamento do doente e controle do
vetor, a parasitose ainda € endémica em areas da Regido Metropolitana de Recife
(RMR). Na década de 90, o Recife apresentava indices de prevaléncia entre as
microregibes variando de 0,6% até 14,9%, sendo a média da cidade de 6,5%
(MACIEL et al., 1996). No ano de 2007, um total de 169 casos da doenca foi
notificado de acordo com dados da Secretaria de Saude do Recife (RECIFE, 2008),
e atualmente, o Recife tem mostrado avancos significativos no combate a filariose.
Comparando os anos de 2003 e 2011, foi observada uma redugéo de 99% dos
casos, ou seja, uma queda de 907 para quatro portadores da doenca. H& oito anos,
a prevaléncia era de 61 casos para cada 100 mil habitantes e, atualmente, esta taxa
caiu para 0,24 por 100 mil (RECIFE, 2011).

Em Pernambuco a parasitose também foi encontrada em cidades como
Olinda, Jaboatédo dos Guararapes e Paulista que pertencem a Regido Metropolitana
do Recife (ROCHA et al.,, 2010; RECIFE, 2008). Dados estimados em diferentes
localidades de vérios paises indicam que o nimero de picadas infectivas requerido

para produzir um caso de microfilaremia € elevado e pode variar de 269 (em Machui,
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Tanzénia) a 67.568 (em Koro, Guji) (SOUTHGATE, 1992). A manutencdo da
transmissdo da filariose em uma area é um indicador de péssima qualidade
ambiental, pois a transmissdao do verme s6é ocorre devido a alta densidade
populacional do vetor aliada & auséncia de medidas de prote¢éo individual (REGIS
et al., 1996).

A transmissdo de patdgenos causadores de arboviroses também pode ser
atribuida ao mosquito Culex, destacando-se o Virus do Nilo Ocidental (VNO). A
febre do Nilo Ocidental foi originada na Africa, e as aves sdo os principais
hospedeiros e reservatorios naturais do VNO. A doenca pode acometer o homem, o
cavalo e outras espécies, causando desde febre, dor de cabeca e mialgias até
encefalite severa e meningite. Desde sua introducéo na América do Norte em 1999,
quase 36 mil casos humanos da infeccdo pelo virus foram reportados nos Estados
Unidos, resultando em mais de 1.400 casos fatais (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2012). A circulagdo do virus foi detectada no Caribe
e 0 seu isolamento foi obtido na Coldmbia e em cavalos mortos na Argentina
(BERROCAL et al., 2006; MORALES et al., 2006), constituindo, assim, uma grande
ameaca para os paises da América do Sul. O Brasil apresenta condi¢cdes propicias
para introducdo e circulagdo do virus no pais, visto que C. quinquefasciatus,
potencial vetor, € abundante, além de ser rota de um contingente consideravel de
aves migratérias originarias de outros paises das Américas (LUNA et al., 2003).
Recentemente, apds um inquérito realizado em cavalos do Pantanal brasileiro, foram
detectados animais positivos para anticorpos do VNO, sendo este o primeiro relato
de detecgdo do virus no Brasil (PAUVOLID-CORREA et al., 2011). Para identificar
evidéncias de circulagdo viral em territério brasileiro, diversas ac¢des foram
intensificadas, dentre elas a vigilancia de epizootias de equinos e aves, além de
inquéritos sorolégicos em diferentes regides do pais. Para que eventuais medidas de
prevencdo e controle sejam possiveis, a notificacdo de mortes de aves e equinos
nestas areas, assim como a suspeita de casos em humanos, sdo eventos de
notificacdo compulsoria e imediata ao Ministério da Saude, conforme determina a
Portaria n°® 104/GM/MS, de 25 de janeiro de 2011 (BRASIL, 2011).

Além do VNO, que ganhou grande destaque na ultima década, C.
quinquefasciatus também pode ser o vetor de outras arboviroses importantes,
embora menos discutidas no Brasil, como encefalite equina venezuelana, cujo virus

pode ser transmitido eventualmente aos humanos, encefalite de Saint Louis, Rocio e
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do Oropouche (FIGUEIREDO, 2007). Além de seu papel como vetor de agentes
etiologicos causadores de doencas ao homem, C. quinquefasciatus pode causar
problemas secundarios de salde em inUmeras &reas urbanizadas do Brasil, pois
gera um forte incOmodo, causado pelas picadas, sons emitidos e alergias,

contribuindo, dessa forma, para a diminuigdo da qualidade de vida da populagéo.

2.2 Controle de insetos vetores

Desde longa data, o homem vem lutando contra 0s insetos nocivos e a
utilizagcdo de substéncias de sintese quimica com poder inseticida possibilitou
grandes avangos no controle destes insetos, a partir do inicio da década de 40,
quando o composto DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano) foi descoberto
(HEMINGWAY; RANSON, 2000). Os métodos de controle até entdo empregados,
como o uso de componentes inorganicos e extratos vegetais, foram rapidamente
substituidos pelo DDT devido a sua acéo répida e eficiente. Atualmente, inseticidas
quimicos, das classes dos organoclorados, organofosforados, carbamatos e
piretréides tém sido utilizados em vérias regibes do mundo para o controle de
mosquitos (BECKER, 2003).

Os principais problemas relacionados ao uso dos inseticidas quimicos séo a
selecdo de insetos resistentes e o seu modo de agéo inespecifico que pode afetar os
organismos néo alvo. A falta de seletividade dos inseticidas quimicos, visto que eles
eliminam tanto os insetos nocivos como seus predadores naturais, provoca efeitos
diretos no equilibrio destas populagcfes. Além disso, a presen¢a de residuos de
inseticidas nos alimentos e problemas ambientais decorridos da persisténcia dos
produtos no solo e na 4gua, bem como sua acumulacdo na cadeia alimentar foram
identificados. O DDT, da classe dos organoclorados que apresenta alta toxicidade e
persisténcia na cadeia alimentar, foi amplamente utilizado, mas devido a todos o0s
fatores adversos decorrentes do seu uso teve sua aplicagdo proibida em varios
paises (BECKER, 2003).

Outro aspecto que tem provocado sérias limitagbes ao uso dos inseticidas
quimicos € a selegcdo de resisténcia observada entre populagfes de insetos. No
inicio da década de 80, j& havia o registro de 84 espécies de culicideos resistentes,

e o fator agravante é que muitas espécies apresentavam resisténcia simultdnea ou
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cruzada a varios inseticidas quimicos de diferentes categorias (GEORGHIOU;
LAGUNES-TEJEDA, 1991). A resisténcia pode ocorrer devido ao uso indiscriminado
dos inseticidas, sendo recomendada a racionalizacdo do seu emprego, sobretudo
devido ao fato que a maioria dos compostos disponiveis possui um modo de acao
baseado na interagdo com um Unico sitio-alvo, facilitando assim, a selecédo de
individuos resistentes nas populacdes tratadas. Além disso, a resisténcia cruzada
entre alguns compostos quimicos pode ser outro fator que amplia os efeitos
negativos da selecdo da resisténcia. Devido ao impacto negativo do uso dos
inseticidas quimicos ao meio ambiente e a saude humana, cresceu a busca por
estratégias ambientalmente seguras para o controle de insetos.

Neste contexto, o conceito do Manejo Integrado de Vetores (MIV) surgiu como
resultado de uma mudanca de paradigma apés o uso intenso e exclusivo de
inseticidas quimicos que predominou a partir da década de 50. O MIV preconiza
utilizar uma combinacdo racional de diversos métodos de controle disponiveis
objetivando manter a densidade da populacéo de vetores em niveis aceitaveis e da
maneira mais efetiva, econdbmica e segura, incluindo componentes biolégicos,
quimicos, fisicos e ambientais, visando interferir o minimo possivel no ecossistema.
No MIV, varias a¢Bes sdo empregadas na tentativa de englobar todas as causas do
problema (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008). Para programas de
controle de mosquitos, por exemplo, estas agdes podem incluir a melhoria da rede
de esgoto e distribuicdo de agua, eliminagéo fisica de criadouros, uso de barreiras
fisicas nas habitacdes, medidas de prote¢do individual, uso de larvicidas especificos
em criadouros que ndo podem ser eliminados, além da conscientizacdo e
mobilizagdo comunitaria (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1994).

O uso de larvicidas € um componente importante dentro de programas de
controle de culicideos, principalmente para C. quinquefasciatus ja que criadouros
com alta densidade de larvas podem ser identificados e tratados resultando em uma
importante reducao populacional. Os biolarvicidas de maior destaque para o controle
de vetores s@o a base de bactérias entomopatdgenas, visto que apresentam grande

seletividade e sdo inGcuos para 0 meio ambiente.
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2.3 Bactérias entomopatdgenas

As bactérias entomopatdgenas estdo classificadas dentre os agentes de
controle biolégico, pois sédo capazes de produzir toxinas com a¢ao inseticida seletiva
para algumas classes de insetos. Do ponto de vista aplicado, as bactérias do género
Bacillus sdo consideradas os agentes de controle biol6gico mais efetivos devido a
eficacia de suas toxinas, facilidade de produgcdo em larga escala, de
armazenamento, transporte e aplicagdo (LACEY, 2007). Duas espécies de bactérias
entomopatdgenas se destacam no controle biolégico dos insetos da ordem Diptera,
Bacillus sphaericus (Bsp) e Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) e
larvicidas a base destes microrganismos estdo sendo comercializados desde a
década de 80. Estas bactérias produzem proteinas inseticidas que, ao serem
ingeridas pelas larvas de espécies susceptiveis séo letais devido a sua a¢&o no trato
digestivo. Bti tem atividade decrescente para os géneros Aedes, Simulium, Culex e
Mansonia. J& Bsp, tem maior especificidade para espécies dos géneros Culex e
Anopheles e menor para os géneros Aedes e Mansonia (LACEY, 2007). Ae. aegypti,
espécie de grande importancia na transmissdo do virus da dengue, é altamente
susceptivel a Bti, porém é refrataria a Bsp. Por outro lado, Bsp apresenta uma
grande vantagem operacional em relacdo a Bti, que é a maior persisténcia em
criadouros ricos em matéria organica, tipicos de larvas de Culex, além de seus
esporos sofrerem reciclagem nos cadaveres das larvas, o que pode ampliar seu
periodo de persisténcia nos criadouros (NICOLAS; DARRIET; HOUGARD, 1987,
SKOVMAND; BAUDUIN, 1997). Até o momento, foram identificadas mais de 80
sorovariedades de Bt e a maioria delas € conhecida por sua alta atividade contra

lepiddpteros, coledpetoros ou dipteros (BERRY, 2012).

2.4 Bacillus sphaericus

Bacillus sphaericus merece destaque como agente de controle de larvas de
C. quinquefasciatus, vetor do agente etiolégico da filariose linfatica no Brasil.
Descoberto por Neide (1904), € uma bactéria Gram-positiva, saprofita e esporulante,
geralmente encontrado em solos e ambientes aquaticos. Durante a fase de

esporulacéo sdo produzidos esporos arredondados, localizados na regido terminal
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em um esporangio em forma de raquete, além de inclusdes ou cristais que contém

as proteinas inseticidas (Figura 2).

Figura 2 - Viséo longitudinal em micrografia eletrdnica de Bacillus sphaericus, em fase de
esporulacéo.

Fonte: Kalfon et al. (1984), modificado.
Nota: E, esporo; C, cristal protéico.

A primeira cepa de Bsp com atividade larvicida foi isolada por Kellen et al.
(1965), mas nédo recebeu muita atencdo devido a sua baixa toxicidade.
Posteriormente, Singer (1973) isolou diversas cepas, dentre elas a SSII-1, com uma
toxicidade relevante ao ponto de incentivar os estudos nesta area. Posteriormente,
outras cepas com alta atividade larvicida e potencial de produgdo comercial, foram
isoladas, como a 1593 da Indonésia (SINGER, 1977), 2297 do Sri Lanka
(WICKREMESINGHE; MENDIS, 1980), 2362 da Nigéria (WEISER, 1984) e C3-41 da
China (ZHANG et al., 1987). Estas sé@o as principais cepas que tém sido utilizadas
para a producdo industrial de bioinseticidas a base de Bsp. A denominacéo de cada
cepa é dada de acordo com a sua origem geografica e a sua classificacdo pode ser
feita por varios métodos, sendo a técnica de aglutinacdo flagelar que determina os
sorotipos, a mais utilizada. As cepas mais ativas estédo classificadas segundo os
seguintes sorotipos: H5a5b, que inclui as cepas 1593, 2362, 2317, 1691 e C3-41;
H25, onde se encontra a cepa 2297 e o H6, no qual se inclui a IAB59 (CHARLES;
NIELSEN-LEROUX; DELECLUSE, 1996; DE BARJAC et al., 1985).

A atividade téxica de Bsp é particularmente elevada para larvas de C.
quinquefasciatus e produtos comerciais a base desta bactéria estdo disponiveis,
inclusive no Brasil. A eficacia do uso de Bsp para o controle de vetores ja foi
comprovada em varios paises (LACEY, 2007) e uma das experiéncias
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representativas da viabilidade operacional de Bsp foi realizada no Brasil, onde este
agente foi empregado para o controle de C. quinquefasciatus em bairros do Recife,
endémicos para a filariose e que apresentavam uma alta densidade populacional do
vetor (REGIS et al., 1995; SILVA-FILHA et al., 2001). Devido a permanéncia de
areas endémicas na cidade de Recife, atualmente, o Programa de Controle da
Filariose tem sido conduzido pela Secretaria de Saude, dentro do Plano Global de
Erradicagéo da Filariose estabelecido em 1997, que tem como meta a erradicagao
mundial da doenca até 2020 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1997; 2000).
Neste programa, foi estabelecido um subprograma para o controle do vetor, através
de medidas integradas, e uma delas é o tratamento de criadouros de Culex com
larvicidas a base de Bsp. O programa teve inicio em duas areas endémicas, Agua
Fria e Alto Santa Terezinha, com cerca de 15.000 habitantes cada, em margo de
2003. No ano seguinte, ele foi ampliado para 55 bairros, incluindo as areas que
fazem limite entre o Recife e Olinda. Em 2006, foi feita a segunda e Ultima ampliacéo
do controle do vetor abrangendo a totalidade de criadouros cadastrados nas &reas
endémicas do Recife (RECIFE, 2008). Outra experiéncia bem sucedida com Bsp no
Brasil € o seu emprego para o controle de C. quinquefasciatus ao longo do Rio
Pinheiros em Sao Paulo (MARQUES-FILHO et al., 2011; SILVA-FILHA at al., 2008).
Neste caso, Bsp tem sido aplicado desde 2003 em rotacdo com Bti nas areas
marginais ao longo de 22,4 km do rio.

Além de C. quinquefasciatus, os anofelinos que compreendem vérias
espécies de importancia na saude publica, como Anopheles darlingi vetor da malaria
no Brasil, tém sido alvo do controle com Bsp. Experiéncias bem sucedidas no Norte
do pais, area de transmisséo da doencga, tém sido conduzidas principalmente no que
concerne a aplicacdo de Bsp em tanques de piscicultura que constituem um
potencial criadouro para espécies do género Anopheles e que ndo podem ser
tratados com inseticidas quimicos (RODRIGUES et al., 2008).

2.4.1 Toxinas inseticidas

Bsp apresenta quatro classes de toxinas inseticidas: a toxina Binaria (Bin), as

toxinas Mtx, as toxinas Cry e a sphaericolisina que sdo sintetizadas em fases

distintas do desenvolvimento da bactéria, e por diferentes cepas de Bsp. Cada
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categoria serd descrita a seguir e € importante ressaltar que a toxina Bin € a mais
importante delas, visto que todos os produtos comerciais sdo baseados nas cepas
produtoras desta toxina.

Toxinas Mtx. Trés tipos de toxinas denominadas mosquitocidas (Mtx) foram
identificados: Mtx1 (100 kDa), Mtx2 (31,8 kDa) e Mitx3 (35,8 kDa). A Mix1,
considerada uma protoxina, foi identificada a partir da clonagem da cepa SSlI-1, e é
expressa durante a fase vegetativa de crescimento (THANABALU et al., 1991). Esta
toxina é processada por proteinases intestinais em fragmentos menores de 27 e 70
kDa (THANABALU et al., 1993). Partridge e Berry (2002), observaram que a Mtx1 é
a primeira toxina de Bsp ativa para uma espécie de diptero da familia Chironomidae,
o Chironomus riparus. Outro dado importante deste estudo foi a deteccdo de
atividade larvicida da Mtx1 contra Ae. aegypti, diferentemente da toxina Bin. Pelo
fato de serem produzidas durante a fase vegetativa, as toxinas Mtx sdo degradadas
por proteases e quase nao contribuem para a toxicidade final de culturas
esporuladas de Bsp (CHARLES et al.,, 1996). No entanto, quando expressas de
forma recombinante em Escherichia coli, as toxinas Mtx1 e Mtx2 possuem alta
atividade larvicida para culicideos (WEI; CAl; YUAN, 2006; WIRTH et al., 2007).

Toxinas Cry. Os estudos realizados na cepa IAB59, que apresenta atividade
inseticida para larvas de C. quinquefasciatus resistentes as cepas de Bsp 2362 e
C3-41, que produzem apenas a toxina Bin, indicaram que esta cepa deveria produzir
outro fator toxico além desta toxina (PEI et al., 2002). Foram identificadas duas
toxinas da familia Cry na cepa IAB59, a Cry48Aa e Cry49Aa de 135 e 53 kDa,
respectivamente, que agem em sinergia e, assim como a toxina Bin, sdo produzidas
como inclusdes cristalinas durante a fase de esporulagcdo (JONES et al., 2007). A
presenca desta nova categoria de toxina diferente da Bin pode explicar porque esta
cepa supera a resisténcia a toxina Bin (DE MELO et al., 2008). As toxinas Cry48Aa e
Cry49Aa apresentam alta toxicidade para C. quinquefasciatus quando administradas
de forma purificada e em concentragcdo equimolar. Porém, a producgédo destes fatores
na cepa IAB59 ndo contribui para um aumento consideravel de sua toxicidade
devido ao baixo nivel de acumulacdo da Cry48Aa em Bsp, o que impede a
propor¢cdo de 1:1 requerida para a agao destas toxinas (JONES et al.,, 2007). O
espectro larvicida da nova toxina Cry48Aa/Cry49Aa é restrito a larvas de Culex, e
assim como a toxina Bin, ndo possui atividade para Ae. aegypti (JONES et al.,

2008). A constituicdo destas duas toxinas é Unica, pois a subunidade Cry48Aa é
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uma toxina Cry de trés dominios, que diferentemente das outras toxinas Cry desta
familia necessita de uma proteina acessoria que € a Cry49Aa, que possui homologia
com a toxina Bin de Bsp (JONES et al., 2007). Apesar das toxinas Mtx e Cry n&o
serem utilizadas em formula¢des comerciais, elas apresentam grande potencial pois
sua acgdo inseticida tem como alvos moléculas que sdo diferentes daquelas
identificados para a toxina Bin. Estudos prévios demonstraram que estas toxinas
apresentam atividade para larvas de C. quinquefasciatus resistentes para a toxina
Bin, confirmando a auséncia de resisténcia cruzada entre elas (WIRTH et al., 2007;
DE MELO et al., 2008).

Sphaericolisina. Foi descoberta em uma cepa de Bsp, A3-2, que nao
apresenta genes para as toxinas Bin ou Mtx (NISHIWAKI et al., 2007) e esta toxina
ndo tem acdo em dipteros, mas exibe toxicidade quando injetada em Blattela
germanica (Blattodea) e Spodoptera litura (Lepidoptera). O gene responsavel pela
producdo da sphaericolisina parece ser amplamente distribuido, visto que foi
encontrado em outras cepas de Bsp como a C3-41 (HU et al., 2008). A cepa A3-2
que contém a sphaericolisina foi isolada do inseto Myrmeleon bore que injeta em sua
presa, S. litura, um fluido digestivo e é possivel que esta toxina contribua para a
morte da presa, pois foi observada sua producdo e secregdo in vivo durante a
proliferagéo de Bsp desta cepa (NISHIWAKI et al., 2007).

Toxina Bin. Durante as investigacdes das propriedades inseticidas de Bsp, a
toxina Bin foi o primeiro e principal fator toxico a ser caracterizado. Varios estudos
mostraram que a alta atividade inseticida de Bsp é observada, exclusivamente,
naquelas cepas produtoras de cristal durante a fase de esporulagdo, que contém a
protoxina Binaria. Esta é um heterodimero formado por dois componentes
denominados BIinA e BinB que nas cepas nativas, tais como a 2362, 1593 e C3-41,
estdo presentes nos cristais em quantidades equimolares, permitindo, dessa forma,
a toxicidade maxima da Bin. Os componentes BinA e BinB agem em sinergia e, por
esta razdo, é considerada uma toxina binaria (Bin) (NICOLAS et al.,, 1993).
Experimentos para determinar a atividade in vivo dos dois componentes obtidos
isoladamente através de cepas recombinantes, mostraram que BinA individualmente
é toxico para larvas de C. pipiens, embora seja requerido em altas concentracdes,
enquanto BinB isolado néo é toxico (NICOLAS et al., 1993). Posteriormente, estudos
in vitro mostraram que o componente BinB é responséavel por reconhecer e se ligar a

receptores especificos presentes na membrana apical do epitélio intestinal das
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larvas, enquanto BinA n&o tem capacidade de ligagéo e sua funcédo esté relacionada
a toxicidade (CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 1997). Com base na avaliacdo das
sequéncias do gene da toxina Bin (btx) em diversas cepas de Bsp, quatro tipos de
toxina foram classificados e divididos em duas linhagens, segundo algumas
diferencas observadas entre as sequéncias de aminoacidos, menores ou igual a 6,
demonstrando a alta conservacgao entre essas sequéncias (PRIEST et al., 1997). O
grupo que contém os tipos Binl e Bin2, mais toxicos para larvas de Anopheles e
Culex, inclui cepas como a IAB59, 2362 e 1593. O segundo inclui os tipos Bin3 e
Bin4, das cepas 2297 e LP1-G, respectivamente. A cepa LP1-G que contém o tipo
Bin4 é a Unica que apresenta baixa toxicidade dentre as cepas produtoras de toxina
Bin. Quando comparadas as sequéncias de aminoécidos dos quatro tipos de toxina
Bin, a Bin4 possui seis diferencas e uma delas ocorre no residuo 93 que é uma
serina, enquanto uma leucina esta presente nos outros trés tipos (PRIEST et al.,
1997). Yuan et al. (2001) mostraram que esta alterag@o da Bin4 é responsavel pela
diminuicdo da toxicidade da cepa LP1-G e sugerem que essa posi¢cdo deve ser um
elemento chave na formagéo do complexo BinA-BinB responsavel pela toxicidade de
Bsp.

Alguns avangos tém sido realizados na elucidagéo da estrutura da toxina Bin,
mas até o momento nenhuma estrutura tridimensional foi obtida por cristalografia
(BERRY, 2012). Devido a auséncia de dados estruturais, os dominios funcionais das
subunidades BinA e BinB tém sido determinados através de diferentes técnicas,
como a mutagénese seguida de ensaios de funcionalidade (ROMAO et al., 2011). A
estrutura secundéaria da BinA indica uma composicdo de 49,3% de folhas beta e
3,1% de alfa hélices (HIRE et al., 2009) enquanto BinB contém uma maior
porcentagem de alfa hélices em relacdo a BinA (TANGSONGCHAROEN et al.,
2011). A interagdo entre estes dois componentes, necesséaria para a atividade da
toxina Bin, aumenta a composi¢do de folhas beta levando a mudancgas estruturais
deste complexo e, dessa forma, ocorre sua interagdo com o epitélio intestinal
(BOONSERM et al, 2006). At¢é o momento foram identificadas regides de
aminoacidos importantes para as interacdes entre os componentes BinA e BinB e
com o receptor. Em BinB, a regido entre os residuos 33-158 foi caracterizada como
importante na interagdo com o receptor e os residuos 147-149 parecem ser criticos

para esta ligacdo (ROMAO et al., 2011). Outro estudo sugeriu que o residuo 150
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também parece ser importante na interacdo com o receptor (SINGKHAMANAN et al.,
2010).

2.4.2 Modo de agéo da toxina Bin

Bsp apresenta um espectro de agao restrito para larvas de mosquitos e as
espécies do complexo Culex pipiens sdo consideradas as mais sensiveis (LACEY et
al., 1988, DAVIDSON; YOUSTEN, 1990; GROVES; MEISCH, 1996). As cepas
produtoras de cristais contendo a toxina Bin sdo as Unicas utilizadas na preparacao
de produtos comerciais a base de Bsp, visto que este é o principal fator toxico
produzido por este biolarvicida. Quando ingerido pelas larvas, o cristal produzido
durante a fase de esporulagdo de Bsp é solubilizado em pH intestinal alcalino
liberando a protoxina Bin que é clivada por serina-proteases, para atingir a forma de
toxina ativa (BAUMANN et al., 1985; DAVIDSON et al.,, 1987; BROADWELL;
BAUMANN, 1987). A protoxina é formada por dois polipeptideos de 42 e 51 kDa
(BAUMANN; BROADWELL; BAUMANN, 1988), denominados BinA e BinB,
respectivamente, que apos a ativacdo proteolitica, séo clivados em fragmentos de
39 e 43 kDa, respectivamente. As etapas iniciais do modo de agéo, tais como a
necessidade de ingestdo do cristal, aliado a um pH intestinal alcalino (=10) e a
protedlise enzimética sdo, sem duvida, aspectos seletivos da toxicidade de Bsp.
Porém, a etapa determinante do modo de ag&o da toxina Bin € o reconhecimento e
ligacdo a receptores especificos presentes na superficie das microvilosidades
intestinais. A presenca dos receptores ja foi demonstrada em larvas de C. pipiens, C.
quinquefasciatus, Anopheles gambiae e Anopheles stephensi, através de ensaios de
ligag&o in vitro entre a toxina radiomarcada e microvilosidades intestinais (NIELSEN-
LEROUX; CHARLES, 1992; SILVA-FILHA et al., 1995; 1997; 1999; 2008). Larvas de
Ae. aegypti sdo capazes de processar o cristal, no entanto sdo refratarias a Bsp,
pois ndo possuem receptores especificos para a toxina Bin no epitélio intestinal
(NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992).

A atividade in vivo de Bsp é diretamente correlacionada com a afinidade de
ligagdo observada entre a toxina Bin e o receptor, ou seja, um padrao decrescente
de ligagdo entre a toxina Bin e a susceptibilidade é encontrado para C.

quinquefasciatus, An. stephensi, An. gambiae e Ae. aegypti, espécie refrataria, onde
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o nivel de ligac&o especifica € extremamente baixo (NIELSEN-LEROUX; CHARLES,
1992; SILVA-FILHA et al., 1997). A distribuicdo dos receptores no meséntero da
maioria das espécies de Culex susceptiveis € regional e ocorre principalmente no
ceco gastrico e no intestino posterior (CHARLES et al., 1996). Ainda ndo foram
elucidadas todas as etapas que sucedem a ligacdo da toxina ao receptor, porém a
partir de 15 minutos apds a ingestdo do cristal protéico, podem ser observadas
alteragbes nas células epiteliais do intestino das larvas, como destruicdo das
microvilosidades, vacuolizacdo citoplasmatica, intumescimento das mitocéndrias e
alteragbes do reticulo endoplasmético rugoso, com subsequente morte das mesmas
(DE MELO et al.,, 2008; CHARLES, 1987; SINGH; GILL, 1988). Estudos recentes
mostraram que a toxina Bin, especificamente o componente BinA, teria capacidade
de formar poros em sistema de membrana artificial como lipossomas (SCHWARTZ
et al., 2001). Também foi possivel registrar a imunolocalizagdo da toxina Bin no
interior das células epiteliais de larvas de C. quinquefasciatus tratadas com uma
dose letal, sugerindo uma possivel internalizagdo da toxina (SILVA-FILHA;
PEIXOTO, 2003). Opota et al. (2011) identificaram alguns eventos que ocorrem apos
ligagdo da toxina Bin utilizando uma linhagem celular epitelial de mamiferos
expressando o receptor para a toxina Bin. Além da formagdo de poros e
vacuolizacdo, hd uma indugcdo do processo de autofagia nas células intoxicadas,
além de sua internalizacdo em vias de reciclagem para evitar a degradagdo da
propria toxina. As principais etapas do modo de ac¢éo da toxina Bin estdo descritas

na Figura 3.
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Figura 3 - Modo de agdo da toxina Bin de Bacillus sphaericus em larvas de Culex sp.

Y

B. splaericus

Fonte: Roméao (2010).
Nota: Apos a ingestdo pela larva, o cristal € solubilizado em pH alcalino, a protoxina Bin é
liberada no Iimen intestinal e processada até a forma de toxina ativa. Esta interage com
receptores especificos presentes ha membrana apical do epitélio intestinal e desencadeia os
efeitos citopatolégicos que levam a morte da larva.

2.5 Receptores datoxina Bin

Como descrito na secdo anterior, a ligacao da toxina Bin a receptores
especificos presentes no epitélio intestinal nas larvas de culicideos € crucial para a
atividade inseticida de Bsp. O receptor da toxina Bin presente no meséntero de C.
pipiens e C. quinquefasciatus, principais espécies-alvo de Bsp, € uma a-glicosidase
(EC 3.2.1.20) de cerca de 60 kDa, com 580 amino4cidos, ligada & membrana apical
do epitélio intestinal, através de uma &ncora do tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI)
(SILVA-FILHA et al., 1999; DARBOUX et al., 2001; PAUCHET et al., 2005; ROMAO
et al., 2006). Os receptores nestas espécies citadas acima foram denominados
Cpml e Cgml, em referéncia a “C. pipiens ou C. quinquefasciatus, maltase 1",
respectivamente. As sequéncias do cDNA de cpml e cgml possuem 1871 e 1851

pb, respectivamente, com uma regido codificante de 1743 pb, e estdo depositadas
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no GenBank sob os nimeros de acesso AF222024 e DQ333335 (DARBOUX et al.,
2001; ROMAO et al., 2006). O receptor Cqgml compartilha uma identidade de 97%
ao nivel de aminoacidos em relagdo ao Cpml e de 66%, 74% e 65% com maltases
ortdlogas de An. gambiae, Ae. aegypti e Drosophila melanogaster, respectivamente
(NENE, et al. 2007; OPOTA et al., 2008; ROMAO et al., 2006). Em An. gambiae, a
proteina ortdloga Agm3 foi caracterizada como o receptor da toxina Bin. A sequéncia
de aminoacidos do Agm3 apresenta alta homologia com as sequéncias do Cgml e
Cpml, principalmente na regido N-terminal, onde possivelmente esta localizado o
sitio de ligacdo a toxina Bin (OPOTA et al., 2008; ROMAO et al., 2006). O
reconhecimento e a ligacdo da toxina Bin ao receptor sdo considerados etapas
chave na acdo de Bsp em larvas de mosquitos (NIELSEN-LEROUX; CHARLES,
1992; NIELSEN-LEROUX et al., 1995). Larvas de Ae. aegypti também expressam no
epitélio intestinal uma a-glicosidase, Aaml, ortéloga e com 80% de similaridade a
Cgml, no entanto, tal molécula ndo é capaz de interagir com a toxina Bin,
demonstrando que diferengas nas sequéncias destas proteinas sejam determinantes
na especificidade da ligagéo (FERREIRA et al., 2010).

As a-glicosidases em questdo, além de terem um sitio funcional para o seu
papel de receptor da toxina Bin, ttm um papel primordial na digestdo dos insetos. O
metabolismo energético da maioria dos mosquitos depende da ingestdo de glicose,
sacarose, maltose e frutose e as o-glicosidades atuam na clivagem de
oligossacarideos que sdo parte importante da nutricdo de mosquitos (KRASIKOV;
KARELOV; FIRSOV, 2001). As a-glicosidases no intestino de insetos podem ser
soluveis ou ligadas a membrana (SILVA; TERRA, 1995) e sua atividade relativa e
distribuicdo foi de 75% no lumen do intestino médio posterior e 25% no intestino
anterior (BILLINGSLEY; HECKER, 1991). Para o funcionamento dessas moléculas
como receptores da toxina Bin, sdo essenciais a sua apresentagdo no epitélio
intestinal via ancora GPIl, o seu estado conformacional nativo, bem como a
integridade do epitopo de ligacédo da toxina (FERREIRA et al., 2010). Esses dois
ultimos fatores, apesar de serem cruciais, ainda sdo poucos conhecidos, visto que a

estrutura do receptor Cgm1 ndo esté disponivel.
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2.6 Resisténcia a toxina Bin

O modo de acgéo de Bsp baseado na interagdo apenas da toxina Bin a uma
Unica classe de receptores (Cgml) pode favorecer a selecédo de alelos de resisténcia
(r), caso a populacado de culicideo seja exposta de forma continua a este agente.
Populagbes de larvas de Culex podem apresentar resisténcia a Bsp apds serem
submetidas a forte pressdo de selecdo, sob condicdes de laboratério
(RODCHAROEN; MULLA, 1994; WIRTH et al., 2000; PEI et al., 2002; AMORIM et
al., 2007) ou de campo (SINEGRE et al., 1994; RAO et al., 1995; SILVA-FILHA et
al., 1995; YUAN; ZHANG,; LIU, 2000; NIELSEN-LEROUX et al., 2002; MULLA et al.,
2003) (Tabela 1). Estes resultados chamam a atencdo para a necessidade de
racionalizar o uso de Bsp, a fim de evitar a sele¢céo de populagdes resistentes.

A primeira colbnia resistente obtida sob condi¢cbes de laboratério, GEO, foi
submetida a forte pressdo de selecdo e atingiu uma razdo de resisténcia (RR) da
ordem de 100.000 vezes, em relacdo a coldnia susceptivel (WIRTH et al., 2000). Em
outro estudo realizado em laboratério, foram selecionadas duas coldnias de C.
quinquefasciatus, no Brasil e na China, que atingiram um alto nivel de resisténcia
(>100.000) (PEI et al., 2002). Também foi demonstrado que € possivel selecionar a
resisténcia a Bsp cepa IAB59, sob condi¢cdes de laboratorio, embora esta selecao
tenha ocorrido de forma mais lenta em relacdo a Bsp 2362, pois como descrito
anteriormente, esta cepa possui além da toxina Bin, toxinas Cry. Mesmo assim, o
nivel de resisténcia chegou a mais de 40.000 vezes (AMORIM et al., 2007). Em
campo, j& foram detectadas populagdes com niveis de resisténcia varidveis na
Franca (SINEGRE et al., 1994; CHEVILLON et al., 2001), india (RAO et al., 1995),
China (YUAN; ZHANG; LIU, 2000), Tunisia (NIELSEN-LEROUX et al., 2002) e na
Tailandia (MULLA et al, 2003). O processo de selecdo da resisténcia em
populagBes de campo é modulado por diversos fatores relativos ao background
genético da populagéo, tal como a frequéncia inicial de alelos r e modo de heranca,

bem como fatores ecoldgicos e ambientais.
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Tabela 1 — Colbnias de Culex sp. selecionadas sob condi¢des de laboratério (Lab) ou populagbes de campo expostas ao tratamento com o
Bacillus sphaericus que apresentaram alteracdes na susceptibilidade a este agente.

. . Ligacéo
Coldnia ou ) Razé&o de ) Formade )
Pais Origem o toxina- Alelor 4 Referéncia
populacéo resisténcia heranca
receptor
GEO! EUA Lab >100.000 N&o cpmMlgeo R/A WIRTH et al., 2000
R2362° Brasil Lab >100.000 N&o cgmlgec R/A PEl et al., 2002
RIAB59? Brasil Lab =40.000 N&o cgmlgec R/A AMORIM et al., 2007
RLCQq1/C3-41° China Lab >100.000 Nao ND R/A PEl et al., 2002
Kochi? india Campo =150 ND ND ND RAO et al., 1995
SPHAE" Franca Campo >20.000 Sim ND R/S NIELSEN-LEROUX et al., 1997
RFCq1® China Campo >20.000 ND ND ND YUAN et al., 2000
TUNIS? Tunisia Campo =750 Sim ND R/S NIELSEN-LEROUX et al., 2002
1 . cpmlgp
BP Franca Campo >5.000 N&o R/S CHEVILLON et al., 2001
cpmlgp-del
Wat Pikul* Tailandia Campo >125.000 ND ND ND MULLA et al., 2003

Fonte: Elaborada pelo autor.

IC. pipiens.

%C. quinquefasciatus.

®Razdo entre a concentracdo letal do B. sphaericus para 50% (LCsg) das larvas em 48h da coldnia avaliada e a LCsy observada para uma
colénia susceptivel usada como referéncia no estudo.

“R/A: Recessiva autossdmica; R/S: Recessiva ligada ao sexo

ND: ndo determinado.
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2.6.1 Mecanismos e bases moleculares

A investigacdo de algumas populacdes de Culex mostrou que 0 mecanismo
de resisténcia detectado com maior frequéncia esté relacionado a falhas que podem
ocorrer na ligagcdo entre a toxina Bin e os receptores (Tabela 1) (AMORIM et al.,
2007; NIELSEN-LEROUX et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2004; WIRTH et al., 2000).
Existem outros fatores envolvidos, pois ja foram detectadas populagcdes altamente
resistentes a Bsp, tais como a SPHAE e a TUNIS (Tabela 1), que possuem
receptores funcionais no epitélio, ou seja, capazes de interagir com a toxina Bin, e
0S mecanismos responsaveis pela resisténcia ainda ndo foram elucidados
(NIELSEN-LEROUX et al., 1997; 2002), indicando que h& mecanismos de
internalizagdo ou de sinalizagao da toxicidade falhos.

A base molecular da resisténcia foi elucidada em duas colbnias de Culex
selecionadas sob condicfes de laboratério, GEO (EUA) e R2362 (Brasil), e em uma
populacdo natural denominada BP (Franga). Nos trés casos, as larvas séo altamente
resistentes a Bsp e exibem um mecanismo de falha de ligagdo da toxina ao epitélio
intestinal das larvas (DARBOUX et al., 2007; NIELSEN-LEROUX et al., 2002; PEI et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 2004; WIRTH et al., 2000). No caso da colénia GEO de
C. pipiens, uma mutacdo pontual no gene cpml (alelo cpmlgeo), a troca de uma
timina por uma adenina na posi¢do 1706, gera um cédon de terminacéo de tradugéo
prematuro levando a producdo de uma proteina de 568 aminoécidos, desprovida de
ancora GPI, que seria secretada no lumen intestinal (DARBOUX et al., 2002). Por
esta razdo, ndo hé receptores ligados ao epitélio intestinal e, consequentemente, a
toxina Bin ndo apresenta acéo inseticida para larvas desta colbnia.

Na colonia R2362 de C. quinquefasciatus, o gene cqml apresentou uma
delecdo de 19 nucleotideos na posigdo 1334-1352 (alelo cqmlgec), que causa uma
mudanca na fase de leitura, gerando um cédon de terminacdo da traducao
prematuro (ROMAO et al., 2006). Neste caso, a exemplo da coldnia GEO, caso o
RNA mensageiro fosse traduzido e a proteina fosse estavel, a mesma seria soltvel,
impedindo a ac¢do da toxina Bin, pois ndo haveria receptores disponiveis no epitélio.
A proteina truncada de 452 aminoacidos que seria codificada pelo alelo cqgmlgrec
nao foi observada em amostras de microvilli intestinal de larvas da col6nia R2362 a
partir de ensaios de imunodetecg¢do, indicando que esta proteina possivelmente nao
é expressa (ROMAO et al., 2006).
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No caso da populagdo BP da Franca, foi detectada a co-existéncia de dois
alelos, denominados cpmlgp e cpmlgp—del, que estdo associados a resisténcia a
Bsp em larvas de C. pipiens (CHEVILLON et al., 2001; DARBOUX et al., 2007). O
alelo cpmlgp possui uma mutagéo “nonsense” (GIN396Stop) que leva a formagédo de
um codon de terminacdo prematuro, tal como ocorre nas colénias GEO e R2362,
ocasionando a sintese de uma proteina truncada com 395 aminoécidos, sem a
ancora GPI. O outro alelo r identificado foi o cpmlgp—del, originado a partir da
insercdo de um elemento transponivel no éxon 2. Esta inser¢do modifica o
processamento do RNA mensageiro, gerando uma delecdo de 198 nt neste éxon.
Esta delecdo ndo muda a fase de leitura e provoca a produgdo de uma proteina de
514 aminoacidos ligada ao epitélio intestinal, pois retém a sequéncia da ancora GPI
na porcdo C-terminal. Entretanto, esta proteina € incapaz de se ligar a toxina Bin
possivelmente devido & perda de 66 aminoacidos que deve afetar o sitio de ligacao
do receptor ou causar mudan¢cas na conformacdo da molécula, parametros
essenciais para a funcionalidade como receptor da toxina Bin (DARBOUX et al.,
2007).

2.6.2 A resisténcia da colbnia R2362

A colonia R2362 tem um papel central neste estudo, pois o alelo cqmlgec que
foi caracterizado previamente nesta colénia (ROMAO et al., 2006) foi alvo de
screening em populagdes de C. quinquefasciatus e um novo alelo r foi detectado na
colonia e caracterizado neste trabalho. Esta colénia de C. quinquefasciatus
altamente resistente foi fundada a partir da colbnia susceptivel (S), originada de um
grande numero de ovos coletados de diferentes criadouros no Recife (PE), e foi
selecionada em laboratério com Bsp 2362 até atingir um alto nivel de resisténcia,
observado ap6s 46 geracbes (PEI et al., 2002). O mecanismo de resisténcia
associado a esta colénia é uma falha na ligacdo da toxina ao receptor Cqml
(OLIVEIRA et al., 2004; ROMAO et al., 2006). O perfil de a-glicosidases detectado a
partir de amostras de microvilosidades intestinais de larvas susceptiveis de C.
quinquefasciatus, submetido a um ensaio enzimatico in gel, € composto por cinco
bandas de clivagem correspondentes as proteinas com atividade a-glicosidase

(Figura 4A, S). Larvas da colbnia R2362, cuja resisténcia esta associada a auséncia
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da oa-glicosidase Cgml no microvilli intestinal, diferem em apenas uma banda,
correspondente ao receptor Cqm1 (Figura 4, R) (ROMAO et al., 2006).

Como descrito na se¢do anterior, o alelo responsavel por este mecanismo é o
cgmilgec (ROMAO et al., 2006). Este confere resisténcia total a Bsp pois impede a
expressdo do receptor Cqgml no epitélio, sitio-alvo da toxina Bin, e uma amostra de
individuos analisados no periodo de caracterizacdo molecular da resisténcia desta
colénia mostraram o gendtipo homozigoto para o alelo cqgmlgrec (ROMAO et al.,
2006). A colénia vem sendo mantida sob pressdo de selecdo hd mais de 190
geracdes e o fenodtipo de alto nivel de resisténcia (>100.000 vezes) € monitorado
periodicamente através de bioensaios de dose-diagndstica. Apdés uma analise do
gendtipo das larvas desta colbnia, foram observadas mudancas quanto a
composicdo homozigota para o alelo cqmlgec caracteristico da R2362 e a partir de
investigacdes recentes, foi detectada a presenca de outro polimorfismo, cuja
caracterizacdo é um dos alvos deste estudo, que confere resisténcia na colonia e é
diferente daquele encontrado no alelo cqmlgec.

Uma avaliagéo prévia de polimorfismos no gene cqml mostrou a existéncia
de pelo menos 13 substituicdes de aminoécidos na sequéncia deduzida do receptor
Cgm1 obtida a partir da andlise de individuos da populacdo tratada de Agua Fria
(CHALEGRE, 2008). Sete dentre as 13 mudancas de aminoacidos observadas
ocorreram na parte C-terminal da molécula, entre as posi¢cdes 430 e 556, regido
onde foram descritos, nas espécies analisadas, as mutacdes que levam a
resisténcia via perda da ancora GPI, apesar destas modifica¢cdes nédo apresentarem,
aparentemente, associacdo com a resisténcia (DARBOUX et al., 2002; 2007;
ROMAO et al., 2006). O alto polimorfismo associado a este gene indica que outros
alelos r podem ocorrer e serem selecionados em uma dada populagcdo submetida a
tratamento com Bsp. A maioria dos estudos de sucessao de alelos r em mosquitos
tem sido realizada no campo e, portanto, podem estar mais sujeitos a variaveis nao
controladas. Na col6nia R2362 parece ter havido uma co-selegdo de alelos e as
condigdes sob as quais este fendbmeno ocorreu permitem a realizacdo de uma série
de estudos para inferir quais séo os fatores que estdo contribuindo para este
processo, sem interferéncia externa visto que este fendmeno ocorreu em uma

colonia de laboratério.
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Figura 4 - Perfil das o-glicosidases presentes em larvas de Culex quinquefasciatus
sensiveis (S) e resistentes (R) a Bacillus sphaericus.

S R S R
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A o B 62 62
@ 48 48
£ - 2 2

Fonte: Roméo et al. (2006), modificado.

Nota: A: Ensaios in gel de a-glicosidases realizados com amostras de microvilli intestinal de
larvas S e R. B: Imunodetecgdo das amostras mostradas em A com anticorpo anti a-
glicosidase Cgml. Setas indicam o receptor Cqm1. Peso molecular em kDa a direita.

2.7 Manejo da resisténcia

A maioria das estratégias de manejo da resisténcia tem sido desenvolvida a
partir de modelos que assumem que a frequéncia inicial de alelos r em uma dada
populacdo é baixa e a heranca desta caracteristica € recessiva, como ocorre em
larvas de Culex resistentes a Bsp (NIELSEN-LEROUX et al., 1997, 2002; WIRTH et
al., 2000; OLIVEIRA et al., 2004; AMORIM et al., 2007). Nielsen-LeRoux et al. (2001)
demonstraram que ocorre resisténcia cruzada entre varias cepas de Bsp de alta
toxicidade (2362, 1593 e C3-41), pois estas cepas produzem unicamente a toxina
Bin como principal fator toxico (AQUINO-DE-MURO; PRIEST, 1994; PRIEST et al.,
1997). As pequenas diferencas na sequéncia de aminoacidos das toxinas Binl e Bin
2 das cepas acima ndo sdo importantes na estrutura e fungdo do complexo toxina-
receptor e, consequentemente, da atividade larvicida (SILVA-FILHA et al., 2004).

No caso de ocorrer a selegcdo de resisténcia em uma populagcéo exposta ao
biolarvicida, é possivel interromper e reverter este processo através da introducao
de um novo agente de controle, como Bti, em sistema de rotagcdo, com modo de
acao distinto de Bsp e que tem a capacidade de eliminar os individuos resistentes
(SILVA-FILHA; REGIS, 1997; MULLA et al., 2003). Também se admite, devido a
heranca recessiva de muitos alelos r, que individuos resistentes homozigotos podem
acasalar com susceptiveis homozigotos, presentes na populagéo, devido a refagios
ndo tratados ou provenientes de migracdo, dando origem a heterozigotos que

podem ser eliminados pela acdo de Bsp ou de outro agente de controle. A rotagdo
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de agentes com principios inseticidas diferentes € uma estratégia utilizada para
evitar a selecdo da resisténcia a Bsp e um exemplo é o uso de misturas de Bsp e
Bti, que reduziria o risco de selegéo por ser um conjunto mais complexo de toxinas
inseticidas, de modo similar ao que ocorre em cultivares mais recentes de Bt que
expressam mais de uma toxina (MULLA et al., 2003; ZHAO et al., 2003). Atualmente
algumas experiéncias tém sido realizadas com produtos a base de uma mistura de
cristais de Bti e Bsp e os dados mostraram que o produto foi eficiente para o controle
de espécies dos géneros Culex e Aedes (ANDERSON et al., 2011; DRITZ et al.,
2011). A avaliagdo do sucesso dessas estratégias dependera do monitoramento da
resisténcia ao longo dos programas de controle de vetores. Este monitoramento
pode ser realizado a partir de ensaios de susceptibilidade in vivo, ensaios
bioquimicos para avaliar a expressdo de moléculas alvo de inseticidas e andlises da
frequéncia de alelos r antes e durante o tratamento. E importante ressaltar que o
ensaio de susceptibilidade in vivo de larvas, método mais utilizado, ndo fornece
informacgdes suficientes quanto a selecdo de resisténcia em estagios iniciais, pois
falham em detectar individuos heterozigotos para os alelos r. Por estas razdes,
medidas de monitoramento baseadas no estudo da frequéncia destes alelos, a partir
de ferramentas moleculares, sdo mais informativas quanto ao estado real de
susceptibilidade de uma populacdo (TABASHNIK; GOULD; CARRIERE, 2004).

2.8 Caracterizagédo de alelos r que conferem resisténcia a biolarvicidas

Embora ja se saiba muito sobre a natureza da resisténcia aos inseticidas, nao
€ possivel afirmar com certeza se todos os alelos r estavam presentes nas
populacdes antes da introdugéo dos inseticidas. Se isto ocorrer, entdo a frequéncia
de alelos r, apds a introdugdo de um agente de controle, deverd aumentar devido a
pressao de selecdo (FFRENCH-CONSTANT, 2007). A caracterizagdo do mecanismo
de resisténcia e de suas bases genéticas é fundamental para o desenvolvimento de
ferramentas moleculares para detectar e monitorar genes associados a resisténcia.
Sabe-se que um dos fatores determinantes para a evolugéo do processo de selegéo
é a frequéncia inicial dos alelos que conferem a resisténcia em popula¢des naturais,

bem como seu modo de heranga.
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O desenvolvimento e a adogdo do plantio de cultivares transgénicos que
expressam toxinas Cry do entomopatéogeno B. thuringiensis (Bt) levaram a
realizagdo de estudos da avaliacdo da frequéncia de alelos r em populagdes de
insetos pragas antes e/ou apos a introducdo destes cultivares Bt no campo (HUANG
et al., 2012; ZHAO et al., 2002; WENES et al., 2006; GENISSEL et al., 2003;
TABASHNIK et al.,, 2000; GOULD et al., 1997). A tabela 2 retne dados de
frequéncias de alelos de resisténcia ligados a toxinas de Bt e a toxina Bin de Bsp
que foram obtidos por ensaios de susceptibilidade ou por PCR alelo-especifica.

O método mais utilizado para avaliar esta frequéncia, denominado “F;
screen”, foi proposto por Andow e Alstad (1998). Este método consiste em (1)
coletar fémeas de campo acasaladas; (2) manter a progénie F; de cada fémea
separada e acasalar os adultos desta progénie entre si; (3) coletar os ovos obtidos
dos acasalamentos da F; de cada linhagem e submeter os neonatos da geracéo F,
a avaliacdo da susceptibilidade; (4) fazer inferéncias quanto a frequéncia do alelo r
na populagdo de campo a partir da andlise estatistica dos dados obtidos a partir dos
ensaios de susceptibilidade. Entretanto, é dificil estimar a frequéncia de alelos r
recessivos a partir de bioensaios que s6 detectam homozigotos resistentes, pois sua
frequéncia é proporcional ao quadrado da frequéncia do alelo r, ou seja, se esta
frequéncia for muito baixa, a amostra de individuos a ser analisada devera ser
grande. Com a recente caracterizagdo de alelos r e o estabelecimento de col6nias
resistentes mantidas em laboratério, € possivel realizar as andlises de frequéncias
atraveés do “F; screen”, cujo método € mais rapido para a deteccdo de alelos de um
determinado gene ligado a resisténcia. Nesta avaliagcdo, individuos provenientes de
campo sao individualmente acasalados com os individuos homozigotos da colbnia
resistente e a geragdo F; obtida deste cruzamento € submetida a testes de
susceptibilidade para identificar na prole individuos homozigotos resistentes para o
alelo r analisado (ZHAO et al., 2010).

Gould et al. (1997) realizaram a primeira avaliagdo para estimar a frequéncia
do alelo r em populacdes de campo do lepidéptero praga do algodoeiro Heliothis
virescens, conhecido como lagarta-das-macés, em &reas onde o algoddo Bt n&o
havia sido comercializado. A avaliagdo por “F, screen” apontou que o principal alelo
de resisténcia teria uma frequéncia de 0,0015 na populagdo. Em populacdes de
campo de Pectinophora gossypiella, um lepidoptero praga do algodoeiro, coletadas

no estado americano do Arizona, foi estimada uma frequéncia bastante elevada de
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0,16 para o alelo r no ano de 1997 e, nos anos de 1998 e 1999, essa frequéncia caiu
para 0,007 e 0. Devido a plantacdo do algoddo Bt ocorrer em grande escala no
Arizona desde 1995, esperava-se um aumento desta frequéncia ocasionado por
uma possivel pressdo de selecdo, porém isto ndo foi detectado (TABASHNIK et al.,
2000).

Um estudo realizado em populacdes de outro lepidoptero praga, a broca do
colmo de milho, Ostrinia nubilalis, coletadas na Franca e nos Estados Unidos
demonstrou que a frequéncia do alelo r foi inferior a 9,2 e 4,23 x 10,
respectivamente (BOURGUET et al., 2003). Estes dados diferem das frequéncias
iniciais encontradas para Heliothis virescens (GOULD et al., 1997) e Pectinophora
gossypiella (TABASHNIK et al., 2000), levando & conclusdo que estes alelos sdo
raros naquelas areas onde O. nubilalis € a principal praga do milho (BOURGUET et
al., 2003). Outro estudo, realizado com o lepiddptero Sesamia nonagrioides, praga
do milho, apontou que frequéncia de alelos de resisténcia a toxina CrylAb, em
populagbes da Espanha e Grécia, foi de 0,0086 e 0,0097, respectivamente
(ANDREADIS et al., 2007).

Génissel et al. (2003) estimaram a frequéncia do alelo r em Chrysomela
tremulae, um coledptero praga do alamo, arvore das florestas boreais, em areas da
Franca, e a frequéncia, de 1999 a 2001, antes de seu contato com o cultivar Bt, foi
de 0,017 em 1999 e 0,0037 em 2001. Em outra amostra de insetos coletados a 500
km do local da populagéo anterior, a frequéncia inicial do alelo r foi estimada em
0,011, estatisticamente similar aquela encontrada na populacdo analisada por
Génissel et al. (2003) (WENES et al., 2006).

Um extenso monitoramento também foi realizado em Diatraea saccharalis, a
broca da cana, para a avaliacdo da resisténcia a toxina CrylAb presente no milho Bt
na Luisiana e Mississipi, EUA. De 2007 a 2009, a populagéo de Luisiana apresentou
uma frequéncia do principal alelo de resisténcia de 0,0177 no ano de 2009, que foi
16 vezes maior comparada com a frequéncia de 0,0011 identificada entre 2004 e
2008, o que pode estar relacionado a uma maior pressao de sele¢do ja que houve
um aumento do plantio de milho Bt (HUANG et al.,, 2012). Todos os trabalhos
realizados anteriormente foram baseados no uso da técnica de F» screen, ou seja,
na avaliacdo da susceptibilidade in vivo dos insetos para detec¢cdo de homozigotos e

a estimativa de heterozigotos.
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Até o momento, 14 alelos da caderina ligados a resisténcia a toxina CrylAc
foram identificados em trés espécies de lepidopteros, Helicoverpa armigera, P.
gossypiella e H. virescens (ZHAO et al., 2010; XU et al., 2005; MORIN et al., 2003;
GAHAN et al., 2001). Tabashnik et al. (2006) analisaram por PCR alelo-especifica
mais de 5.500 larvas de Pectinophora gossypiella (Lepidoptera) coletadas de
campos de algodao nos Estados Unidos e ndo detectaram nenhum alelo de trés r
avaliados nesta busca, e a frequéncia, estimada através de modelos estatisticos, foi
de 0,0003. GAHAN et al. (2007), também através de uma abordagem baseada na
PCR, investigaram Heliothis virescens a partir de uma amostra de 7.000 individuos e
o alelo de resisténcia ndo foi detectado com uma frequéncia estimada
estatisticamente de 0,00007. Uma das possiveis razdes para estes alelos r ndo
terem sido detectados em campo pode ser devido a sua caracterizacdo a partir de
colénias resistentes selecionadas em condicbes de laboratério e, portanto, €
possivel que tais alelos ndo ocorram necessariamente em campo. Por isso é
importante o estabelecimento de um sistema de vigilancia que integre, dentro do seu
escopo, um método baseado na deteccdo de alelos r que foram caracterizados no
campo (YANG et al., 2006).

Como descrito, uma alternativa Util, para identificar alelos r nas populag¢des €
a utilizacdo do método “Fi screen”. Na China, o algodao Bt foi adotado ha 13 anos
para evitar os danos causados por H. armigera e representa aproximadamente 70%
de todo o algodéo plantado naquele pais (JAMES, 2008). Essa grande cobertura de
algodao Bt pode exercer, consequentemente, uma forte pressdo de selecdo e a
resisténcia em H. armigera € considerada o maior desafio a ser superado para o
sucesso a longo prazo desse cultivar transgénico (ZHAO et al., 2010). Neste estudo,
baseado na andlise de acasalamentos de individuos provenientes de uma area com
plantio Bt por mais de 10 anos, mostrou que a frequéncia de um dos 14 alelos r
caracterizados para a caderina foi de 0,024. Outros trabalhos demonstram que as
frequéncias de alelos r para toxinas do Bt sdo variaveis e, portanto, a avaliagdo
deste parametro constitui uma ferramenta importante para diminuir o risco de
selecdo da resisténcia em diferentes situagbes (LIU et al., 2008; GAO et al., 2009;
XU et al., 2009; DOWNES; MAHON, 2012; ZHANG et al., 2012).

O primeiro trabalho que mostrou a detecgdo direta de alelos r para um
biolarvicida em populagdes de campo através de PCR foi realizado por Chalegre et

al. (2009). Neste estudo a frequéncia do alelo cqmlgec que confere resisténcia a
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Bsp, e foi caracterizado na colonia R2362, foi avaliada em uma populagéo tratada e
duas néo tratadas. Foi demonstrado que a frequéncia do alelo cqmlgec foi mais
elevada na populagdo tratada (ordem de 10?) em relagdo as &reas nao tratadas
(ordem de 107°) (CHALEGRE et al, 2009). A deteccdo desta frequéncia em
populagBes naturais ndo tratadas é importante para avaliar comparativamente, com
populacdes sob tratamento, o risco de selecdo para resisténcia. As frequéncias do
alelo cgmlgec encontradas nas populagdes naturais ndo tratadas analisadas neste
trabalho mostram que o monitoramento da resisténcia € parte fundamental de um
programa de controle. No caso de outros alelos r oriundos de &reas geogréaficas
diferentes, como o0 cpmlgeo, cpmlgp, Cpmlgp-del, Ndo se sabe se ocorrem nas

populacdes de C. quinquefasciatus da RMR e em que frequéncia.
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Tabela 2 — Estimativas de frequéncias de alelos de resisténcia as toxinas dos biolarvicidas Bacillus thuringiensis (Bt)
e Bacillus sphaericus (Bsp) em diferentes espécies de insetos.

(continua)
Inseto Agente de selecao Pais Método Frequéncia Referéncia
Chrysomela tremulae Alamo-Bt Franca F, screen 0,0037 Génissel et al., 2003
C. tremulae Alamo-Bt Franca F; screen 0,0113 Wenes et al., 2006
Culex quinquefasciatus - Brasil PCR 0,006; 0,003; Chalegre et al., 2009
C. quinquefasciatus Bsp Brasil PCR 0,055 e 0,053 Chalegre et al., 2009
Diatraea saccharalis Milho-Bt EUA F, screen 0,017 Huang et al., 2012
Helicoverpa armigera Algodéo-Bt China  F;, screen 0,0146 Xu et al., 2009
H. armigera Algod&o-Bt China  F; screen 0,024 Zhao et al., 2010
H. armigera Algod&o-Bt Australia F, screen 0,009 Downes; Mahon, 2012
Helicoverpa punctigera Algodéo-Bt Austrdlia F, screen 0,005 Downes; Mahon, 2012
Helicoverpa zea Algod&o-Bt EUA F, screen 0,00039 e 0,00043 Burd et al., 2003
Heliothis virescens Algod&o-Bt EUA F, screen 0,0015 Gould et al., 1997
H. virescens Algod&o-Bt EUA PCR 0,00007 Gahan et al., 2007
Ostrinia nubilalis Milho-Bt EUA F, screen 0,0039 Andow et al., 2000
O. nubilalis Milho-Bt Franca F, screen < 0,00092 Bourguet et al., 2003
O. nubilalis Milho-Bt EUA F, screen 0,000423 Bourguet et al., 2003
Pectinophora gossypiella Algodéo-Bt EUA F, screen 0,16; 0,07 e 0 Tabashnik et al., 2000
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Tabela 2 — Estimativas de frequéncias de alelos de resisténcia as toxinas dos biolarvicidas Bacillus thuringiensis (Bt)
e Bacillus sphaericus (Bsp) em diferentes espécies de insetos.
(concluséo)

Inseto Agente de selecao Pais Método Frequéncia Referéncia
P. gossypiella Algodéo-Bt EUA PCR 0,0003 Tabashnik et al., 2006
Scirpophaga incertulas Arroz-Bt Filipinas  F, screen 0,0036 Bentur et al., 2000
Sesamia nonagrioides Milho-Bt Espanha F; screen 0,0086 Andreadis et al., 2007
S. nonagrioides Milho-Bt Grécia F, screen 0,0097 Andreadis et al., 2007

Fonte: Elaborada pelo autor.



Chalegre, K. D. M. Caracterizacdo e deteccdo molecular de alelos de resisténcia... 50

2.9 Custo biolégico da resisténcia

Um tema central no estudo da resisténcia é a compreensao dos fatores que
determinam o surgimento, aumento e distribuicdo dos alelos de resisténcia nas
populagBes e o potencial custo biolégico que pode estar associado a este fenotipo
(RIGBY; HECHINGER; STEVENS; 2002). Este custo € visto geralmente como uma
consequéncia da realocacdo de fontes limitadas, que sdo necessérias em varios
aspectos do desempenho bioldégico do inseto, para a maquinaria que confere o
fenétipo de resisténcia (SHELDON; VERHULST, 1996).

O fitness ou desempenho biologico é geralmente definido como o sucesso
reprodutivo ou a contribuicdo genética de um individuo para a proxima geracdo em
relagdo a outros membros da mesma populacdo. Embora o individuo possa se
beneficiar do fenétipo de resisténcia, por evitar ou diminuir os efeitos causados,
neste caso pelo agente inseticida, as defesas utilizadas para alcancgar a resisténcia
poderiam ter um custo associado ao fithess, quando este supera seus beneficios
(RIGBY; HECHINGER; STEVENS, 2002). Sendo assim, a evolugcdo da resisténcia
dos insetos aos inseticidas pode ser influenciada diretamente pelo custo bioldgico,
que seria a diminuicdo do desempenho biol6égico que pode ocorrer, quando genes
com uma fungéo importante séo afetados em associagdo aos genes de resisténcia,
na auséncia da pressao de selegdo (COUSTAU; CHEVILLON; FFRENCH-
CONSTANT, 2000). No entanto, a analise do desempenho biologico é algo
complexo, sendo necesséria a avaliagdo de diversos parametros tais como
sobrevivéncia, crescimento e reproducéo para se chegar a uma concluséo definitiva
(RIGBY; HECHINGER; STEVENS, 2002; GASSMAN; CARRIERE; TABASHNIK,
2009).

Foi observado que os efeitos pleiotropicos negativos no desempenho
bioldgico podem ser reduzidos sequencialmente por selecdo natural e a substituicao
alélica pode ocorrer para modificar ou compensar o custo biolégico de um
determinado alelo r (FISHER, 1928; 1958). Quando um polimorfismo surge e esta
ligado & resisténcia ou a outras caracteristicas que tragam vantagem ao individuo
em determinados ambientes, ele pode estar associado a um custo. Embora essa
mutagdao inicial possa apresentar um elevado custo, deve ser reconhecido que se
esta confere uma vantagem sob alguma circunstancia, mutagbes secundarias

subsequentes poderiam ocorrer para reduzir o custo biolégico (RIGBY;



Chalegre, K. D. M. Caracterizacdo e deteccdo molecular de alelos de resisténcia... 51

HECHINGER; STEVENS, 2002). No entanto, quando o ambiente tem forte pressao
de selegdo, o alelo que apresenta maior custo pode permanecer em frequéncias
elevadas, pois sdo capazes de conferir o fenotipo resistente mais bem sucedido
(LABBE et al., 2009). Outro ponto importante que precisa ser destacado é que,
embora a resisténcia esteja geralmente associada a custos relacionados ao fitness,
alguns alelos r podem persistir nas populagdes de campo sem uma forte pressdo de
selecdo com inseticida (FFRENCH-CONSTANT, 1994; FFRENCH-CONSTANT et
al., 2000).

Analises de populagdes de C. pipiens em Montpellier, sul da Franca, expostas
a pressdo de selecdo com diferentes inseticidas, incluindo organofosforados, tém
demonstrado que alelos de resisténcia tém sido sequencialmente substituidos por
outros ao longo de 23 anos nesta populagdo (GUILLEMAUD et al., 1998). Em outro
estudo, realizado na mesma regiéo, foi verificada em uma populagéo de C. pipiens a
substituicéo do alelo Ester pelo Ester® por este (ltimo oferecer o mesmo fenétipo de
resisténcia, mas com um custo biolégico menor para o mosquito. Um segundo
evento de substituicdo ocorreu, no qual o Ester® foi substituido pelo Ester’. Este
altimo oferece um custo mais elevado, porém possui uma vantagem seletiva maior
na area tratada com o inseticida. Estes dados revelam a importancia do
conhecimento sobre as condic6es nas quais os individuos estdo expostos, pois
reforgam o conceito de adaptag&o local (LABBE et al, 2009).

Alguns estudos relacionados ao custo bioldgico em colénias de C.
quinquefasciatus resistentes a Bsp tém sido desenvolvidos. Rodcharoen; Mulla
(1997) demonstraram que as larvas de uma coldnia de laboratério resistente a Bsp
tiveram uma reducéo significativa, de 23 e 48%, na fecundidade e fertilidade,
respectivamente, enquanto que para a populagéo de campo, esses valores foram de
27 e 37%. Em outro estudo, realizado por Oliveira et al. (2003), a col6nia R2362
também teve uma reducdo significativa na fecundidade e fertilidade, embora de uma
forma mais discreta em relacdo ao trabalho de Rodcharoen; Mulla (1997). Além
disso, as fémeas resistentes necessitavam de dois repastos sanguineos para
realizar a primeira oviposi¢céo, com as progénies apresentando um desenvolvimento
embriondrio mais lento e, consequentemente, o numero de geragdes por ano era
menor em relacdo a colbnia susceptivel. Amorim et al. (2010) ndo observaram
nenhum custo biolégico para uma colbnia resistente a Bsp cepa IAB59, em

comparacao a colbnia susceptivel, quando comparados parametros de fecundidade,
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fertilidade e peso pupal. Também foi possivel avaliar, apoés cruzamentos entre
individuos homozigotos susceptiveis e resistentes, que o alelo cgmlgec manteve
uma alta frequéncia apds 11 gera¢gBes sem tratamento com Bsp, indicando que este
alelo pode néo estar associado a um alto custo biologico para o inseto por ter se
mantido estavel na auséncia de presséo de selecdo. Com relacdo a resisténcia a Bt,
em 77 estudos envolvendo 18 espécies de coledpteros, dipteros e lepiddpteros, 34%
mostraram um custo bioldgico para o inseto e a maioria dos aspectos biolégicos
afetados foi sobrevivéncia, tempo de desenvolvimento e massa corpérea
(GASSMANN; CARRIERE; TABASHNIK, 2009). Estes dados sugerem que a
resisténcia nem sempre estd associada a um custo bioldgico para o inseto, embora
deva ser ressaltado que em alguns casos 0 desempenho biolégico pode ser afetado
de forma critica, impedindo, inclusive, a mantutencdo de colbnias em laboratério,
mesmo na auséncia de pressdo de selecdo (ANILKUMAR; PUSZTAI-CAREY;
MOAR, 2008).
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3 JUSTIFICATIVA

O controle de vetores é uma intervencdo necessaria para a interrupgdo do
ciclo de transmiss@o de patdgenos causadores de doencas e para a melhoria da
qualidade da saude e do ambiente onde vivem as populagfes, constituindo um
importante campo de atenc&o a saude de acordo com a Norma Operacional Basica
do SUS (NOB-SUS/96). O uso de larvicidas seletivos € uma op¢ao que proporciona
a sustentabilidade dos programas de controle e nesse contexto, Bacillus sphaericus
(Bsp) tem uma importancia fundamental, pois esta sendo atualmente utilizado no
Programa de Controle de C. quinquefasciatus na cidade do Recife, além de outras
areas no pais. O uso racional de Bsp depende das estratégias utilizadas para evitar
a selecdo da resisténcia e garantir a vida util do produto. Neste contexto, a tese em
questao teve como objetivo central caracterizar polimorfismos do gene cqml em C.
quinquefasciatus que podem levar a resisténcia a Bsp e desenvolver ferramentas
moleculares para sua detecgdo. O monitoramento da susceptibilidade e avaliagéo do
risco de selecdo de resisténcia, através de métodos tradicionais e ferramentas
moleculares, sdo avangos importantes para estabelecer estratégias adequadas para

0 uso de inseticidas no controle de vetores.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

H& outros polimorfismos que ocorrem no gene cgml, além daqueles ja
identificados, que podem conferir resisténcia ao biolarvicida Bacillus sphaericus em

larvas de Culex quinquefasciatus?
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5 HIPOTESE

O gene cgm1l possui outros polimorfismos, além daqueles ja caracterizados, que

podem conferir resisténcia ao biolarvicida Bacillus sphaericus.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral

Caracterizar alelos do gene cqml de Culex quinquefasciatus que conferem

resisténcia ao biolarvicida Bacillus sphaericus a fim de subsidiar sua utilizagéo

sustentavel em programas de controle deste vetor.

6.2 Objetivos especificos

a)

b)

Avaliar a presenca do alelo cpmlgeo em uma populacdo de C.
quinquefasciatus da Regido Metropolitana do Recife (RMR).

Determinar a frequéncia do alelo cgmlgec em populacbes de C.
quinquefasciatus da RMR n&o tratadas com Bsp.

Identificar alelos de resisténcia a Bacillus sphaericus em populagbes de C.
quinquefasciatus da RMR.

Caracterizar um novo alelo, cqmlgec-2, selecionado na colbénia de laboratério
R2362.

Avaliar a expressdo e competicdo dos alelos cgmlrec € cqmlgrec2 Sob

diferentes condicdes de laboratorio.
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7 MATERIAL E METODOS

O esquema abaixo apresenta as etapas de investigagdo para caracterizagao
e deteccgdo de alelos de resisténcia a Bacillus sphaericus em Culex quinquefasciatus
(Figura 5).

Figura 5 — Etapas de investigacéo realizadas ao longo deste trabalho.

DETECCAO DE CARACTERIZACAO DE
ALELOS r EM POPULACOES NOVOS ALELOS r

l l l l l
Avaliacao da

ocorréncia do alelo
cpmlceo

|

Col6nia R2362

Avaliacao da
frequéncia do alelo
CqmlREC

Populacdes

Alelos cgmlgrecpie
e cqMlgeco2s

Frequéncia do
cgmlgec /cqmMlgec-2
colbnia R2362

Andlise da
expresséo

Estabilidade do
cgmlgec /cqmlgec-2

Fonte: Dados do autor.
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7.1 Amostras de culicideos

Neste trabalho foram utilizadas cinco colonias de C. quinquefasciatus e uma
colénia de Aedes aegypti mantidas em laboratorio, além de amostras de larvas
provenientes de populagbes naturais de C. quinquefasciatus da Regiéo

Metropolitana do Recife (RMR).

7.1.1 Colbnias

As coldnias descritas abaixo foram mantidas no insetario sob as seguintes
condigdes: temperatura de 26 + 1 °C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo 12:12 h
(dia/noite). Os adultos foram alimentados em solucdo de sacarose a 10% e as
fémeas foi oferecido repasto sanguineo em Gallus sp. As larvas foram mantidas em
agua potavel e alimentadas com racao para gatos.

S. Colbnia susceptivel a Bsp, estabelecida a partir de ovos coletados em criadouros
de &reas urbanas do Recife e mantida h4 mais de 10 anos no insetério.

R2362. Colbnia que apresenta um alto nivel de resisténcia (>100.000) a Bsp 2362
selecionada em laboratério (PEI et al., 2002) e mantida h4 mais de 190 geracdes. O
mecanismo de resisténcia caracterizado nesta colonia € a auséncia do receptor
Cgml no epitélio intestinal associada ao alelo cqgqmlgec em homozigose (OLIVEIRA
et al., 2004; ROMAO et al., 2006). Em 2010, avaliagbes do gendtipo das larvas
indicaram a existéncia de um novo alelo nesta colbnia que foi caracterizado neste
trabalho.

R2362/REC. Sub-colbnia fundada a partir de jangadas provenientes da R2362,
através de avaliacdo de ovos por PCR alelo-especifica para o cqmlgec. Dez
jangadas, cujos ovos foram homozigotos para o alelo, foram utlizadas para a
fundacéo da colbnia.

R2362/REC-2. Sub-colonia fundada a partir de jangadas provenientes da R2362,
através de avaliacdo de ovos por PCR alelo-especifica para 0 cqgmlgegc. Foram
utilizados para a fundacgé&o da colonia ovos de onze jangadas que ndo apresentaram
amplificagéo para o alelo cqmlgec, mas sim de outro fragmento que potencialmente

correspondia ao novo alelo selecionado na colonia R2362.
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GEO. Colbnia altamente resistente a Bsp 2362 (>100.000) selecionada em
laboratorio (WIRTH et al., 2000). As amostras de larvas desta coldnia, gentiimente
cedidas pela Dra. Christina Nielsen-LeRoux e mantidas a -70 °C, foram utilizadas
para o desenvolvimento da PCR alelo-especifica. O mecanismo de resisténcia é
semelhante ao da colénia R2362 e esta associado ao alelo cpmlgeo (DARBOUX et
al., 2002).

RecLab. Col6nia de Aedes aegypti fundada a partir de amostras de ovos coletados
na RMR (MELO-SANTOS et al., 2010). O DNA de larvas desta colonia foi utilizado
como controle negativo das reagbes de PCR para os alelos dos genes cgml e

cpml.

7.1.2 Populacdes

As amostras de ovos de populacdes foram coletadas em diferentes areas da
RMR e mantidas no insetario sob as mesmas condi¢gbes descritas no item anterior.
Populacéo tratada. A populacdo do bairro de Agua Fria (AF), localizado em Recife,
Pernambuco, foi utilizada para avaliar a presenc¢a do alelo cpmlgego. ESta populagao
vem sendo tratada com o biolarvicida desde margo de 2003 no &mbito do programa
de controle do vetor da filariose realizado pela prefeitura da cidade do Recife
(SILVA-FILHA et al., 2008).
Populagdes néo tratadas. As populagbes de Jaboatdo dos Guararapes e Ipojuca,
localizadas a 20 e 60 km respectivamente da RMR, foram selecionadas de acordo
com o critério de auséncia de tratamento com Bsp, informado pelo Centro de
Vigilancia Ambiental das respectivas Secretarias de Saude. As amostras das
populacdes dos bairros de Recife, Azeitona e Roda de Fogo, foram coletadas no ano
de 1999, periodo em que estes bairros ndo foram alvos de tratamentos com Bsp
(REGIS et al., 1995; SILVA-FILHA et al., 2001).

7.2 Avaliacao da susceptibilidade in vivo

Os bhioensaios para avaliar a susceptibilidade a Bsp 2362 das larvas das

populacdes analisadas foram realizados no ambito do Servico Nacional de
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Referéncia em Controle de Culicideos Vetores, do Depto. de Entomologia do
CPgAM/FIOCRUZ.

7.2.1 Bioensaios dose-diagnéstica

Estes bioensaios foram realizados para determinar a frequéncia de individuos
susceptiveis e resistentes nas amostras analisadas apos a exposicdo de larvas de 4°
estadio a uma concentracdo diagnoéstica. As larvas foram tratadas em placas de 24
pocos, com uma concentracdo final de 125 mg/L da biomassa de Bsp 2362 (lote
0448-09), que é 1.000 vezes superior aguela necessaria para matar 90% das larvas
apés 48 h. Esta dose foi empregada para identificar larvas com alto nivel de
resisténcia a Bsp, potencialmente associada & auséncia do receptor Cgml no
microvilli intestinal. Foram avaliadas, no minimo, 300 L4 de cada populagéo teste,
além de 50 L, da coldnia S expostas a Bsp (controle positivo) e 50 L, da populacdo
teste sem exposi¢éo a Bsp (controle negativo). A mortalidade foi avaliada apos 48 h

de exposicao.

7.2.2 Bioensaios dose-resposta

Estes bioensaios informam a susceptibilidade das populagbes através das
concentracdes letais de Bsp para 50% (CLso) e 90% (CLgo) das larvas. O método
consiste em submeter larvas do 4° estadio jovens a uma série de seis concentracdes
de uma suspensdo aquosa do po liofilizado padrdo SPH88 (Instituto Pasteur,
Franca) composto de cristais e esporos de Bsp cepa 2362 por 48 horas, de acordo
com protocolo da ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (1985). Amostras de vinte
larvas foram colocadas em recipientes contendo 100 mL de &gua destilada e cada
amostra foi submetida a uma dentre as seis concentracdes testadas, além de um
grupo controle ndo tratado. Trés replicatas foram realizadas para cada uma das
concentragdes testadas e para o grupo controle. Cada bioensaio foi repetido pelo
menos trés vezes. Os valores de CLsy e CLgy de Bsp para as larvas, apos 48 h,
foram estabelecidos através da analise de probites usando o programa SPSS 10.0

para Windows.
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7.3 PCR especifica para deteccao dos alelos cpmlgeo, CqMlrec € CMlgec2

Neste trabalho foram desenvolvidos e/ou aplicados métodos de PCR para
deteccdo especifica de alelos de resisténcia do gene cgqml. A PCR alelo-especifica
para o alelo cqmlgrec foi padronizada e esta descrita em CHALEGRE et al. (2009).
Para o alelo cpmlgeo a PCR alelo-especifica foi padronizada, neste estudo, a partir
da mutacdo descrita em Darboux et al. (2002). No caso do alelo cqgmlgrec.2, O
método de PCR especifica foi desenvolvido apds sua caracterizagdo, realizada

neste estudo e descrita na se¢éo 8.4.1.

7.3.1 Extragdo de DNA

Para obtengdo do DNA genbmico, amostras de larvas individuais do 4°
estadio foram homogeneizadas em DNAzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de
acordo com instru¢gdes do fabricante, seguido por precipitacdo com etanol e
ressuspensdo em tampdo Tris-EDTA (CHALEGRE et al., 2009). Apos a extracéo, as
amostras foram quantificadas no espectrofotbmetro NanoDrop 2000c®

(Thermoscientific).

7.3.2 PCR alelo-especifica

Os procedimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes
estabelecidas previamente para prevencdo de contaminagdo por DNA exdgeno
(CHALEGRE, 2009). As reacgtes de PCR foram realizadas em um volume final de 25
ul contendo 0,2 mM de cada dNTP, concentrac@o de cada primer especifico (Tabela
3), 2U da enzima Go Tag® Flexi DNA Polymerase (Promega) para o alelo cqmlgec
ou Platinum® Tagq DNA Polymerase® (Invitrogen) para os alelos cpmlgeo €
cqmlgec2, em tampéo fornecido pelo fabricante (Tris-HCI 20 mM, pH 8.4, KCI 50
mM, MgCl, 1,4 mM), além de 12,5 ng do DNA molde extraido individualmente das
larvas. Cada amostra foi amplificada em um termociclador BIOMETRA® programado
para uma etapa de desnaturacdo a 94 °C por 3 min, seguido de quantidades de

ciclos e temperaturas de anelamento de acordo com o alelo analisado, que foram 35,
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36 e 40 ciclos a 55, 65 e 69 °C para os alelos cqgmlgec, cMlgec2 € CpMlceo,
respectivamente, por 50 seg e 72 °C por 60 seg, e uma etapa final de 72 °C por 10
min. Os produtos amplificados foram separados em eletroforese em gel de agarose
2,5% contendo marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA Ladder® (invitrogen). A
eletroforese foi realizada em tampéo de corrida TBE (Tris 45 mM, &cido borico 45
mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e o gel, corado com brometo de etideo, foi visualizado em
um transiluminador de luz ultravioleta (UV).

A reagdo de PCR para o alelo cqgmlgrec foi desenvolvida e previamente
descrita por Chalegre et al., (2009). Para o desenvolvimento da PCR especifica para
o alelo cpmlgeo € cgmlgec> foram necessarias etapas incluindo o desenho e
especificidade das associagbes de primers capazes de detectar as mutagdes
pontuais de cada alelo. Para o alelo cpmlgeo Ocorre a troca de uma timina por uma
adenina na posicdo 1706 da ORF deste gene (DARBOUX et al., 2002), e para o
cgmlgrec2 a mutacdo pontual estd descrita na secdo 8.4.1. Se n&o houver
anelamento dos primers nesta base responsavel pela resisténcia, € improvavel a
amplificacdo de fragmentos especificos (NEWTON et al., 1989). Para a deteccdo de
cada um dos alelos cpmlceo € cgmlgrec2 foram desenvolvidas duas reacbes de
PCR, respectivamente, que utilizam uma associa¢do de quatro primers especificos.
Os primers foram desenhados wusando o software disponivel em

http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primerl.html (SHU et al., 2001). Os

desenhos dos primers foram baseados na especificidade das mutac¢des contidas em
cada alelo cpmlgeo ou cgmlgec2, além da incorporacdo de um mudanca que
consiste na troca de uma Unica base na antipenultima posicdo dos primers foward e
reverse (SINGH et al., 2009), a fim de conferir maior especificidade a reagéo (Tabela
3). Uma amostra contendo o DNA de Ae. aegypti, ndo especifico para o par de
primers utilizados, e uma amostra sem DNA molde foram os controles negativos
usados em cada reagao.

Para o alelo cqmlgec foram analisados entre 200 e 500 individuos de cada
populagdo ndo tratada e para o alelo cpmlggo foram analisados 290 individuos de
uma populagéo tratada com Bsp. J& para o alelo cqgqmlgec.2, foram analisados entre
60 e 115 individuos de cada geragéo das col6nias mantidas em laboratdrio.

Devido ao elevado numero de individuos a serem analisados neste tipo de
screening, um dos objetivos deste estudo foi estabelecer e avaliar a sensibilidade do

método de detecgdo dos alelos cqmlgec € cpmlceo €m pools de larvas, ao invés da
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andlise individual previamente descrita (CHALEGRE et al., 2009). Foram analisadas
diferentes diluicdes do DNA molde de larvas sensiveis que possuem duas copias do
alelo cqm1 com o DNA molde de larvas resistentes que possuem duas copias para o
alelo de resisténcia, seja ele 0 cgmlgec Ou cpmlgego. Para a confirmagdo das
sequéncias, todos os individuos que apresentaram fragmentos esperados
correspondentes aos alelos cpmlgeo, cmlgec € cqmlgec.z foram encaminhados
para o sequenciamento automético no ABlI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) do Nucleo de Plataforma Tecnolégica (NPT) do CPgAM. A tabela 3
reine as sequéncias dos primers utilizados, bem como os tamanhos dos fragmentos

gerados das diferentes associa¢des usadas para o diagndstico dos alelos.
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Tabela 3. Primers utilizados para a detec¢céo dos alelos cqm1(S), cqmlgrec (REC), cpmlgeo (GEO) e cqmlgec.2 (REC-2) em Culex quinquefasciatus a
partir de reacdes em cadeia da polimerase (PCR). As bases em minusculo e sublinhadas correspondem a troca de bases realizadas para conferir

uma maior especificidade as reagbes de PCR.

Alelo Primer Concentracdo Anelamento Sequéncia (5'-3") Associacdo Amplicon (pb)
mM (°C) de primers da PCR
S S REC
REC 1. FwCgmlRec 1,6 60 CTGGGTAGCTGGATCGCATGATCACTC 1+2 208 189
2. RvCgmiRec 1,6 60 GTGTTGGTACTGAACCCGGCACTGGTC - - -
S* S GEO
GEO 1. FwConGEO 1,6 69 GAGGTGGCGCAACCGAACTCCAAGTCG 1+2 281 281
2. RvConGEO 1,6 69 CAAAAGCTAATTACGCCAGTATCAGCC 1+4 216 -
3. FWGEO 11 69 GCTGCTATCAACCTTTCGATTGGCTA 2+3 - 113
4. RVSEN 2,4 69 CCTGGCCATAATCGCTAGCALCA 3+4 - -
S* S REC REC-2
REC 1. FconREC2 1,6 65 ACCGTCTTGTGCACGTACTCACCACTCT 1+2 327 308 327
REC-2 2. RconREC2 1,6 65 GTTGATCAGGTCATGACGTTGCTGCATA 1+4 273 254 -
3. FWREC2 1,6 65 AGCATAGTCCGGATGAACTCGGALCC 2+3 _ 173
4. RvCgml 1,6 65 CCGGGTTCAGTACCAACACCAACTCaTA 3+4 - -

Fonte: Elaborada pelo autor.

*PCR-Multiplex.
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7.4 Clonagem e sequenciamento do gene cqml

Alelos do gene cgml que apresentaram polimorfismos, potencialmente,
associados a resisténcia foram submetidos a clonagem, sequenciamento e analise
in silico, para a confirmagao de suas sequéncias.

O DNA total das larvas foi extraido conforme item 7.3.1 e as reacdes de PCR
foram realizadas utilizando primers que permitiram a amplificagdo total do gene
cgml cuja sequéncia esta depositada no GenBank sob o numero de acesso
DQ333335 (ROMAO et al., 2006). Os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampé&o TBE 0,05X, corado com brometo
de etideo (10 mg/ml) e visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta. Apés a
visualizacdo, os fragmentos foram submetidos a purificagdo com o Kit GFX DNA and
Gel Band Purification® (GE Healthcare) e clonados no vetor plasmidial pGEM®T-
Easy (Promega). O DNA plasmidial foi empregado na transformacdo de bactérias
Escherichia coli quimiocompetentes (One Shot TOP 10°, Invitrogen). Col6nias foram
selecionadas em meio Luria-Bertani por 16 horas a 37 °C, e as células foram
submetidas & extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina, utilizando o QIAprep®
Spin Miniprep Kit (Qiagen), segundo as recomendac¢bes do fabricante. As mini
preparagdes foram quantificadas e encaminhadas para 0 sequenciamento
automatico no ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) do NPT-
CPgAM.

Foram empregados oito primers a fim de obter a sequéncia completa do gene
cgml, dos quais seis sdo internos para o gene cgml, além de dois primers
especificos para o plasmidio pPGEM®T-Easy, (M13 forward e M13 reverse) (Tabela
4). Cada associacgédo de primers permitiu amplificar fragmentos de aproximadamente
500 pb, que foram alinhados para obter a sequéncia completa do gene cqgml. Os
eletroferogramas das reacdes foram analisados através do programa SegMan
(DNASTAR). Apos o refinamento manual, as sequéncias foram alinhadas e a analise
de possiveis polimorfismos no gene cgml foi realizada através do programa
MegaAlign e BioEdit. A localicdo dos 6 primers internos, bem como a sequéncia do

cgml obtida por Roméo et al. (2006) estédo no anexo A.
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Tabela 4 — Primers utilizados para o sequenciamento do gene cqml e seus alelos.

Primer* Sequéncia (5'-3")
1 CGAGAATTCTCTCCGAGCAAGATGCGA
2 AGGGGGTGGTCCGCCGAATAAT
3 ACTCCCCTCTCGCTGTATTA
4 CGCCAGGGAGCTCACATGCCGTT
5 ATGCAGAAGAATCCACAAAG
6 GCACTGCAGGGAAGTGGTGGAAGGTAC

Fonte: Elaborada pelo autor.
*A localizagdo dos primers na sequéncia do gene cqml se encontra no anexo A.

7.5 Analise da expresséo dos alelos cqmlgec € cqmlgec-2

Larvas de C. quinquefasciatus de 4° estadio das colbnias S, R2362/REC e
R2362/REC-2 foram submetidas a extracdo de RNA para posterior emprego nas
reacdes de qRT-PCR em tempo real e avaliagdo dos niveis de expressdo de seus
respectivos alelos. Além disso, fragBes ricas em microvilosidades intestinais de
larvas de cada colbnia foram empregadas para avaliar a sua capacidade de ligacao

a toxina Bin, através de ensaios de ligacéo in vitro.

7.5.1 Extracdo de RNA

Para andlise de transcricdo e sintese de cDNA, o RNA total foi extraido de
larvas individuais das colonias S, R2362/REC e R2362/REC-2, utilizando o reagente
Trizol® (Invitrogen). Apdés a obtencdo do RNA, as amostras foram tratadas com
DNase® (USB) a fim de garantir a remoc¢do de resquicios de DNA gendémico. A
concentracdo e a qualidade das amostras do RNA isolado foram avaliadas por
espectrofotometria nas absorbéancias de 260 e 280 nm em NanoDrop 2000c

(Thermoscientific).
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7.5.2 RT-PCR em Tempo Real

O nivel de expresséo dos alelos cqmlgec € cqmlgec-2 foi determinado por RT-
PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR), realizado a partir da obtencéo das
amostras de RNA total descrita no item anterior. Os primers utilizados, bem como o
tamanho dos fragmentos gerados, estdo descritos na Tabela 5. Para evitar
amplificagcdo proveniente de DNA gendmico, além do tratamento com DNase
descrito, o primer forward para os alelos cqmlgrec € cgmlgec-2 foi desenhado para
anelar na regido de juncdo dos éxons 1 e 2.

Em cada ensaio, as reagOes foram realizadas em placas de 96 pocgos a partir
de amostras individuais de RNA extraido de cinco larvas de cada colbnia, em
triplicata. O volume final da reagéo foi de 20 pL por pogo com o Kit QuantiTect®
SYBR Green RT-PCR® (QIAGEN) para as reacdes de qRT-PCR one-step. Apds
extracdo e quantificacdo, as amostras de RNA foram normalizadas para a
concentracdo de 50 ng/ul e cada reagdo conteve SYBRGreen Mix, transcriptase
reversa, 100 ng de RNA molde, 0,5 pM de primer forward e 0,5 uM de primer reverse
para o gene alvo e para o controle enddgeno, que foi o gene da subunidade
ribossémica 18S. Foram realizadas trés repeticdes de cada avaliagdo e os dados
foram agrupados para a analise da expresséo de cada alelo.

As reagbes de PCR em tempo-real foram realizadas no NPT-CPgAM, no
equipamento ABI 7500 (Applied Biosystems). Os parametros avaliados foram a
curva de melt (deteccdo de amplificacdes inespecificas) e andlise de AACT
(quantificagdo relativa) no programa 7500 software v.2.0.4 da Applied Biosystems®
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 5 — Primers utilizados nas reacdes de PCR em tempo real.

Gene Primers (5’-3") Amplicon (pb)
18S* Forward CGCGGTAATTCCAGCTCCACTA 159
Reverse GCATCAAGCGCCACCATATAGG

cgmil, cgmlgee Forward CGTTCCTGACGGTGCTGAACATGG 131
e cqMmlgec Reverse GACCTCATTGCCCGCCTTCGACTTGG
Fonte: Dados do autor e *Liu et al. (2011).
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7.5.3 Preparacgdes de fragbes ricas em microvilli intestinal

Fracdes ricas em microvilli intestinal (BBMF) foram obtidas a partir de larvas
do 4° estadio, armazenadas a —80 °C, de acordo com o método descrito previamente
por Silva-Filha, Nielsen-LeRoux e Charles (1997). As BBMFs foram submetidas a
dosagem protéica pelo método Bradford, utilizando uma curva padrdo de albumina
sérica bovina (BSA) (BRADFORD, 1976). A qualidade das amostras de BBMF foi
avaliada através do enriquecimento da enzima a-glicosidase (EC 3.2.1.20) obtido
entre a amostra inicial do extrato de larvas e a amostra rica em microvilosidades
obtida ao final da preparagéo. Para tal, as amostras (10 pg) foram incubadas em 1
ml do tampao citrato de sodio-fosfato 100 mM, pH 6.5, contendo 2 mM do substrato
p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (Sigma) a 37 °C, durante 30 minutos. A atividade o-
glicosidase foi avaliada através da variagdo da absorbancia das amostras a 405 nm.

As amostras de BBMF foram armazenadas a -70 °C até a utilizacao.

7.5.4 Ensaios de competicao

A capacidade de interagdo de fracbes de microvilli de larvas das colonias S,
R2362/REC e R2362/REC-2 com a toxina Bin e, consequentemente, a
disponibilidade de receptores Cqml funcionais foi avaliada através da interagéo in
vitro. Para tal, a toxina Bin radiomarcada (Bin-I'*) foi produzida em cultura de Bt
cepa 4Q-82 e o processamento in vitro da toxina Bin para a forma ativa e a
marcacdo com I'?° foi feita segundo Nielsen-LeRoux e Charles (1992). Ap6s a
iodinacdo foram determinadas a concentracdo de proteinas e a sua atividade
especifica (cpm/pmol de proteina). Nos ensaios a toxina Bin-I'*® (10 nM) foi
incubada com 25 pg de proteinas da BBMF de C. quinquefasciatus das colbnias S,
REC e REC-2 na auséncia ou na presenga de competidor (toxina Bin ndo marcada)
em concentragbes crescentes (0, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 e 3000 nM). As
incubagdes de cada ponto experimental foram feitas em um volume final de 100 pl
de tampéo PBS/Az 0.02%/BSA 0.01% pH 7.4, durante 16 h a TA. Apés a incubacéo
as amostras foram centrifugadas (8.700 g, 15 minutos, 4 °C) e lavadas trés vezes

em tampao PBS/Az pH 7.4. O sedimento, contendo a toxina Bin-I'® ligada & BBMF,
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foi homogeneizado em liquido de cintilacdo (ScintiSafe Plus®) e analisado em um
contador de emissdo de particulas beta (Wallac-Pharmacia®). Os dados obtidos

foram analisados no programa GraphPad Prism V.3.03.

7.6 Estabilidade do alelo cqml1grec-2

A partir da caracterizagdo da mutagdo que causa resisténcia associada ao
alelo cqmlgec., foram realizadas diferentes andlises relativas a estabilidade desde

alelo, frente ao alelo cqmlgec, em coldnias de laboratério.

7.6.1 Avaliagao da frequéncia do alelo cqmlgec-2 na colénia R2362

A presenca e frequéncia do alelo cqgmlgec., foram investigadas na colonia
R2362 cujo gendtipo caracterizado em alguns individuos apds o processo de
selecdo era homozigoto para o alelo cgmlgrec (ROMAO et al., 2006). Foi realizada
uma analise das frequéncias dos alelos cgmlgrec € cmlgec.2 através de PCR alelo-
especifica, descrito no item 7.3.2, em larvas de diferentes geragbes ao longo do
desenvolvimento da coldénia R2362. Amostras de 110 a 115 larvas de 4° estadio
congeladas a -70 °C das geracdes Fss, Fs7, Fra, F7s, Fos F107, Fie3, F1s2 € F191 foram
analisadas através de PCR alelo-especifica para a identificacdo de seus gendétipos.

Em relac&o ao histérico desta colbnia, todas as gerac¢des foram submetidas a
exposicdo com Bsp até a geracdo F4 quando foi registrado um alto de nivel de
resisténcia (PEI et al., 2002). Em seguida, a colonia foi exposta a Bsp de forma
descontinua e sem registros precisos até a geracao Fizs. Entre as geracdes Fizg €
Fis0, @ presséo de selecao foi imposta a cada duas geracgdes e da Fiso a Figs, foram
usados esquemas rotativos de exposi¢cado a cada 3 ou 5 geragdes. A partir da Figz

até a geracéo Fi94 a pressao de selecdo ocorreu em todas as geracoes.

7.6.2 Andlise da competicao entre os alelos cqmlgec € COMlgec-2

Para avaliar a capacidade de competicéo entre os alelos cqmlgrec € cqmlgec-2



Chalegre, K. D. M. Caracterizacdo e deteccdo molecular de alelos de resisténcia... 70

foram analisadas coldnias formadas por individuos com diferentes composi¢cfes
genotipicas para estes alelos que foram mantidas em laboratério sob duas
condi¢cdes: expostas ou ndo a tratamento com Bsp. No primeiro caso, as larvas
foram mantidas ao longo das geragfes analisadas sem nenhum tratamento com
Bsp. No segundo caso, a cada geragao, todas as larvas foram expostas por 48
horas a Bsp cepa 2362 (VectoLex®, formulacdo granular a 0,2 g/L). Esta dose ¢ letal
para 100% dos individuos da col6nia susceptivel em apenas 24 horas, segundo
avaliado em ensaios prévios. Apos o periodo de 48 horas, as larvas sobreviventes
(>80%) foram transferidas para recipientes contendo apenas agua e alimento.
Ensaio 1. Uma subcolbnia, aqui denominada R2362/RECREC-2, foi fundada a partir
do cruzamento de 400 machos da subcolbnia R2362/REC com 400 fémeas da
subcolénia R2362/REC-2 e vice-versa, totalizando 1600 adultos. Apds a obtencéo
da progénie de ambos os cruzamentos, os individuos foram agrupados e a col6nia
foi mantida sem exposicdo a Bsp sob as condi¢cdes de laboratério descritas
anteriormente. As frequéncias dos alelos cqgmlgec € cgmlgrec-2 foram avaliadas por
PCR a partir da analise de 60 larvas de cada geragéo, por 12 geragdes (Fi-F12).
Ensaio 2. Para avaliar o efeito da presséo de sele¢cdo na evolugéo da frequéncia
dos alelos, a colénia R2362 passou a ser submetida a pressdo de selecdo a cada
geracao a partir da Figs. As frequéncias dos alelos cgmlgec € cgmlgec.2 foram
avaliadas a partir de 60 larvas a cada geragéo por oito geragdes (Fis7 a Fi94) por
PCR alelo-especifica.

Ensaio 3. Outra forma de avaliar o efeito da presséo de selecdo foi subdividindo a
colénia R2362/RECREC-2, obtida no ensaio 1, e impondo a pressao de sele¢gdo com
Bsp a partir da geragéo Fio. Foram analisadas 60 larvas de quatro geragdes (Fi1 a
F14) por PCR.
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8 RESULTADOS

Os resultados foram agrupados em trés blocos. O primeiro consiste na
deteccdo de alelos de resisténcia ja caracterizados, cqmlgec € cpmlceo, €m
populacdes naturais de Culex quinquefasciatus tratadas e n&o tratadas com o
Bacillus sphaericus. No segundo bloco, estdo reunidos os dados em relacdo a
identificacdo de dois novos alelos de resisténcia a Bsp detectados em populagdes
naturais de C. quinquefasciatus. O terceiro e ultimo bloco, apresenta os dados
referentes & caracterizagdo do alelo cqmlgec-2 identificado na coldnia resistente

R2362 mantida em laboratério.

8.1 Screening do alelo cpmlgeo na populacgéo tratada de Agua Fria

A partir das amostras de larvas de C. pipiens da col6nia GEO armazenadas a
-70 °C, foi possivel desenvolver um método de PCR-multiplex para a detecgdo do
alelo cpmlcgeo, caracterizado nesta coldnia resistente oriunda da Califérnia, EUA.
Foram empregados 4 primers na reacdo de PCR que permitiram a amplificacdo de
um fragmento controle de 281 pb, a partir de todos os individuos avaliados, e dois
fragmentos diagndsticos de 227 e 113 pb correspondentes aos alelos cpml e
cpmlceo, respectivamente (Figura 6). Apds a padronizacdo da PCR-multiplex, foram
avaliados 290 individuos da populacéo tratada de Agua Fria e o alelo cpmlggo N0

foi identificado.
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Figura 6 — Separacéao eletroforética de fragmentos amplificados por PCR a partir do gene
cgml ou cpml de larvas de Culex quinquefasciatus ou Culex pipens, respectivamente, de
uma coldnia susceptivel (1-3) e da colbnia resistente GEO (4).

PM 1 2 3 4 5 6

300

200

100

Fonte: Dados do autor.

Nota: Fragmento controle de 281 pb e diagndstico de 227 pb para os individuos susceptiveis
(1, 2 e 3); Fragmentos controle de 281 pb e diagndstico de 113 pb para o alelo cpmlceo (4).
Amostra controle negativo com DNA molde de Aedes aegypti (5); amostra controle negativo
sem o DNA molde (6). PM: peso molecular em pares de bases (1 kb plus DNA
Ladder/Invitrogen™).

8.2 Deteccdao do alelo cqmlgec em populagdes naturais de C. quinquefasciatus

Foram analisadas amostras de quatro populagdes, localizadas na Regiédo
Metropolitana do Recife, coletadas em periodos que nado tinham sido expostas ao
biolarvicida (Bsp): Ipojuca, Jaboatdo dos Guararapes, Roda de Fogo e Azeitona.
Inicialmente foi realizada a andlise da susceptibilidade das popula¢gdes de Ipojuca e
Jaboatdo, enquanto que a avaliacdo das populacdes de Roda de Fogo e Azeitona
nao foram realizadas visto que as amostras foram armazenadas a -70°C ap0s a sua
coleta. Os bioensaios de dose-resposta mostraram que as popula¢des de Ipojuca e
Jaboatéo foram susceptiveis a Bsp, e foi observada uma pequena alteracédo da CLsy,
com uma razdo de resisténcia (RR) de 3,3 e 4,3, respectivamente, e a ClLgy
apresentou valores proximos ao da coldnia de referéncia, S (Tabela 6). Bioensaios
de dose-diagndstica também foram realizados para avaliar se haveria larvas
sobreviventes a uma alta concentracdo de Bsp e que poderiam, potencialmente, ser
individuos homozigotos resistentes. Amostras de 1.680 e 720 larvas de Ipojuca e
Jaboatdo, respectivamente, foram expostas individualmente a Bsp e nenhum
sobrevivente foi detectado ap6s 48 horas. Larvas ndo tratadas dos grupos controle
mostraram mortalidade de 2,9 e 1,7% para Ipojuca e Jaboatdo, respectivamente,

apos o periodo de 48 horas.
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Tabela 6 — Toxicidade do Bacillus sphaericus cepa 2362 (SPH88) para larvas de 4° estadio
de Culex quinquefasciatus de uma colonia de laboratdrio susceptivel (S) e duas populacdes
nao tratadas (Ipojuca-IPO, Jaboatéo dos Guararapes-JAB) e uma tratada (Agua Fria-AF).

ClLso® Clo®
Amostras  No. larvas Média (IC 95%)" RR" Média (IC 95%) RR"
S 360 0,004 (0,003-0,005) 1,0 0,029 (0,019-0,049) 1,0
IPO 1480 0,013 (0,010-0,017) 3,3 0,029 (0,022-0,044) 1,0
JAB 1480 0,017 (0,013-0,020) 4,3 0,026 (0,023-0,049) 0,9
AF 1140 0,024 (0,021-0,028) 6,0 0,050 (0,042-0,059) 1,7

Fonte: Chalegre et al. (2012).

& ConcentragGes Letais (mg/L) para 50% (CLsg) ou 90% (CLgo) das larvas apos 48 h.
® Intervalo de confianca ao nivel de 95%.

¢ Razdo de Resisténcia: CL da populacdo avaliada/CL da colonia de referéncia S.
Fonte: Chalegre et al. (2012).

A deteccdo do alelo cgqmlgrec nestas amostras de larvas foi realizada através
de PCR especifica usando primers que anelam nas regides que flanqueiam a
delecdo de 19 nucleotideos. Apds a reacdo, sdo amplificados fragmentos de
tamanhos distintos de 208 pb correspondente ao alelo cqml, sem delecéo, e de 189
pb correspondente ao cqmlgec devido a delecdo de 19 nt (Figura 7, pocos 1-3). A
frequéncia dos alelos cqgml e cgmlgec, bem como 0s gendétipos encontrados em
cada amostra, estdo apresentados na Tabela 7. O alelo cqmlgrec foi detectado em
todas as populacdes analisadas e as frequéncias em Ipojuca, Jaboatédo e Azeitona
foram de 0,003, 0,001 e 0,002, respectivamente, todas da ordem de 103 (Tabela 7).
A populacdo de Roda de Fogo apresentou perfil diferente, pois a frequéncia foi mais
elevada, 0,017, na ordem de 10 (Tabela 7). Deve ser observado que nestas quatro
populagBes sem historico de tratamento com Bsp, o alelo foi detectado em
individuos heterozigotos, ndo sendo detectados individuos homozigotos para o alelo

CqmlREc.
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Tabela 7 — Frequéncia dos alelos cqml, cqmlgrec, cMlrec.pis € CqmMlgecpzs €M larvas de Culex quinquefasciatus de populagbes da Regido
Metropolitana do Recife sem histdrico de tratamento com o Bacillus sphaericus (Ipojuca, Jaboatdo, Roda de Fogo e Azeitona) e de uma
populacéo tratada (Agua Fria).

Alelos e gendtipos?

cqml cqmlgec cqmlgrecpie cqmlgecn2s
No. de

Populacéo Ano larvas SS SR RR FP SR RR F SR RR F

Ipojuca 2010 501 498 3 0 0,003 0 0 0 0 0 0
Jaboatéo 2010 510 507 1 0 0,001 1 1 0,003 0 0 0
R.de Fogo 1999 230 222 8 0 0,017 0 0 0 0 0 0
Azeitona 1999 240 236 1 0 0,002 3 0 0,006 0 0 0
Agua Fria 2010 269 252 14 2 0,033 0 0 0 1 0 0,002

Fonte: Chalegre et al. (2012).
4SS: Genotipo homozigoto para o alelo cqml; SR gendtipo heterozigoto; RR homozigotos para os alelos cqmilgec, CgMlrec.pis € COMIRec.pos.
*Frequéncia dos alelos cqmlrec, cMlrec.pis € CM1rec.pzs.
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Figura 7 — Separacdo eletroforética de fragmentos amplificados por PCR a partir de
diferentes alelos do gene cqml de Culex quinquefasciatus.
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Fonte: Chalegre et al. (2012).

Nota: Fragmentos correspondentes a individuos homozigoto para cgml (1), heterozigoto
para cgml e cgmlgec (2), homozigoto para cqmlgrec (3), heterozigoto para cqmlrec.pis (4),
homozigoto para cgmlgec.ois (5) € homozigoto para 0 cgmlgrec.ozs (6). Amostra controle
negativo com o DNA molde de Aedes aegypti (7), amostra controle negativo sem o DNA
molde (8). PM: peso molecular em pares de bases (1 kb plus DNA Ladder/Invitrogen™).

8.3 Identificacdo de novos alelos de resisténcia em populacdes de Culex

quinquefasciatus

Durante o screening para a detecgdo do alelo cqmlgec foi feita a purificagéo e
andlise de sequéncias de todos os fragmentos menores que 208 pb, potencialmente
amplificados a partir deste alelo. A maioria das sequéncias confirmaram a identidade
do cgmlgec €, além dele, foram detectados dois novos polimorfismos do gene cqgml
em larvas das populagcbes analisadas. O primeiro novo polimorfismo foi encontrado
nas populagdes néo tratadas (Jaboatdo e Azeitona) e consiste de uma delecéo de
16 nt (1306-1321), localizada 12 nucleotideos apdés a delecdo de 19 pb
correspondente ao cqmlgec (1276-1294), e este alelo foi denominado cgmlgec-pie
(Figura 8). A visualizacdo dos fragmentos diagnésticos amplificados pela PCR alelo-
especifica a partir dos alelos cqmlgec Ou cqmlgec.pis NAO permite uma clara
distingédo entre eles (Figura 7). Em Jaboatdo sua frequéncia de 0,003, foi baseada
na deteccdo de uma larva heterozigota e outra homozigota para este alelo dentre
510 individuos analisados, enquanto que a sua frequéncia no bairro de Azeitona foi
de 0,006, definida pela detecgdo de apenas uma larva heterozigota dentre as 240
analisadas (Tabela 7). Em um total de 1481 larvas de todas as populagbes néo
tratadas, a frequéncia de cada alelo, cqmlrec Ou cgmlgec-pis, fOi de 0,004 e 0,002,

respectivamente, ao passo que a frequéncia de ambos foi de 0,006.
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As amostras de DNA extraido a partir de larvas portando o alelo cqmlgrec-pis
foram utlizados para clonagem e sequenciamento, a fim de confirmar a sua
identidade e avaliar outros polimorfismos, além da dele¢éo de 16 nucleotideos. Para
este fim, 45 clones provenientes de cinco larvas foram analisados e 21 deles
corresponderam ao alelo cqgmlgrecpis- A sequéncia final, obtida ap6és a analise
destes clones, continha os dois introns conhecidos de 50 e 55 pares de bases, com
uma matriz aberta de leitura (ORF/Open Reading Frame) de 1727 pb. Um total de 43
polimorfismos de base Unica (SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms) foi
encontrado em toda a sequéncia, dos quais sete dao origem a substituicbes de
aminoacidos na proteina deduzida, no entanto, os efeitos destas alteragbes na
capacidade de ligagcéo da toxina Bin ao receptor Cqml n&o s&o conhecidos (Tabela
8).

Figura 8 — Representagdo do gene que codifica o receptor Cgml em Culex
quinquefasciatus (nimero de acesso no GenBank DQ333335) e localizacdo dos
polimorfismos dos alelos cqmlgec, cqMlrec.pi6 € CMLrec-p2s.

A
Exon1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3
v v v v
5-UTR| I 3-UTR
269 bp 1,8 kb
B

Primer 1
.- -gaggtagccatgcaggacttcaaagaggctcagcagttcgacaaccgagatccgaaccqqacqccqatqcagtgggahtcgtha cc 1310

agtgccgggttcagtaccaacaccaacacctggctcecgagttecatccggacta cgctcggtacaacgcgtgatgcagaagaat cca 1400

Primer 2
caaagtaccttccaccacttccagecatctgaccaagettcgacggecaccggacgatgecagagtggtgagtacgtgecacaagacggte. .. 1490

Fonte: Chalegre et al (2012).

Nota: A. sequéncia de 1848 nucleotideos (nt) contendo dois introns de 50- (1169-1218) e
55-nt (1655-1709). B. Regido de 269 nt (1221-1490) que engloba os polimorfismos dos
alelos encontrados nas populagbes de Recife, os quais sdo: delecdo de 19 nt
correspondendo ao alelo cqmlgec (sublinhada); as seis bases adicionais correspondentes
ao cgmlgrec.nzs (@zul e enquadradas); a delecdo de 16 nt do alelo cqgmlgec.nis, lOCalizada 11
bases além da delecdo de 19 nt, (italico, rosa e sombreado). As delecBes iniciam com um
motivo de trés nucleotideos "CGA", (negrito). O cédon de terminacdo prematuro da traducao
originado pelas delecdes estad enquadrado e em negrito. Para a PCR alelo-especifica, os
primers 1 e 2 foram utilizados para as regides 5' e 3', respectivamente. Essas delecfes
foram identificadas com base no sequenciamento de um grupo de clones de DNA.
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Tabela 8 — Polimorfismos encontrados na sequéncia nucleotidica do alelo cqmlgec.pis €M
relacdo ao gene cgml de Culex quinquefasciatus (nimero de acesso no GenBank
DQ333335).

Posicdo do Posicdo do
Nucleotideo cgml  cqmlgec-pis Nucleotideo cgml  cgmlrec-pis
7 C A* 736 T c*
15 A T 1084 G A
22 A G* 1140 C T
25 C T 1262 C T
44 T c* 1271 A G
120 T C 1325 T C
123 G A 1328 C A
156 T A 1340 C A
249 G C 1349 A C
252 A G 1367 T C
264 T C 1391 G A
284 C A* 1439 T G
288 C T 1505 A T
321 C T 1506 T C
337 T G* 1559 C T
357 G A 1577 G A
369 T C 1619 C T
393 C T 1749 C T
422 C T 1772 C T
438 C T 1776 T A
462 C T 1839 T C
611 C T - - -

Fonte: Chalegre et al. (2012).
Nota: Os polimorfismos que causam alteragces de aminoacidos na sequéncia deduzida do
cgml (ROMAO et al., 2006) estdo marcados (*).

O segmento de DNA em que as duas delegcbes de 19 e 16-nt foram
encontradas pode ser um hotspot para este tipo de mutacdes j& que uma terceira
delecéo foi detectada em um individuo proveniente de Agua Fria, uma area tratada
desde 2003. A partir da PCR alelo-especifica em uma amostra de 269 larvas, o
cgmlgec apresentou uma frequéncia de 0,033, superior a todas aquelas detectadas

nas populacdes ndo tratadas. Além disso, o alelo foi encontrado tanto em
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heterozigose como em homozigose (Tabela 7). O sequenciamento dos fragmentos
diagndsticos menores que 208 pb amplificados da amostra de Agua Fria,
demonstrou que, além dos fragmentos correspondentes ao cgmlgec, havia um
individuo heterozigoto para um alelo contendo uma nova dele¢éo, de 25 nt, a qual
abrange a delecdo de 19 nt para o alelo cqmlgec, além das seis bases posteriores
(Figura 8). O alelo apresentando essa nova delecdo, que engloba os nucleotideos
1276-1300, denominado cqmlgrec-p2s, também ndo permite uma distingdo confiavel a
partir da comparacdo visual de seu fragmento amplificado em relagdo aos
fragmentos gerados a partir dos alelos cqmlgrec € cqmlgec.-pi6 (Figura 7).

Em relacédo a sequéncia do cqmlgec.p2s, ndo foi possivel a amplificagcéo total
da sequéncia do alelo a partir do DNA gendmico da larva. Vérias tentativas,
utilizando o par de primers padréo para amplificar a sequéncia total do gene cqgml e
seus alelos, além de combinacfes de primers adicionais, resultaram unicamente em
sequéncias correspondentes ao cqml apos a andlise de mais de 100 clones. No
entanto, os ensaios de PCR utilizando outro conjunto de primers resultou na
amplificagdo de um fragmento de 889 nt, cuja sequéncia contém a dele¢éo de 25 nt.
Esta sequéncia corresponde a cerca de 50% do total do gene (posigéo 506-1419) e
inclui o primeiro intron. Ao contrario da sequéncia encontrada para o alelo cqgmlgec-
pis, N@o foram identificados SNPs em comparagdo com a sequéncia descrita
anteriormente do gene cgml (GenBank, nimero de acesso DQ333335). Apesar da
elevada conservacéo deste fragmento de 889 nt, a falha na amplificacdo da copia
correspondente ao tamanho total do alelo cgmlgrec.p2s Sugere que polimorfismos
localizados em outras regibes da sua sequéncia podem ter impedido o anelamento

dos primers utilizados.

Os dois eventos de delecdo encontrados nos alelos cqgmlgec.pise € CqMlgec.
p2s alteram quadro de leitura dos aminoacidos subsequentes e ambos originam um
codon de terminagdo da tradugcdo prematuro na posicdo 1362, que € também o
mesmo cbédon gerado pela dele¢do de 19 nucleotideos do alelo cqmlgec (Figura 8).
As sequéncias resultantes destes dois novos alelos caracterizados, caso traduzidas,
codificariam potencialmente proteinas truncadas de 437 amino4cidos. Desta forma,
as dele¢des de 16 e 25 nucleotideos podem conferir resisténcia, em individuos
homozigotos para qualquer um desses alelos, uma vez que néo seréo codificadas

proteinas Cqml dotadas da ancora GPI, necessaria para localizacdo das proteinas
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no epitélio do intestino médio. A analise comparativa dos trés eventos de delecdo
que afetam o gene cgml revelam que as delecdes de 19 e 25 nucleotideos
compartilham o mesmo ponto de inser¢do inicial na sequéncia (nucleotideo 1276) e

as trés dele¢cbes comegam por um motivo (cga) trinucleotidico comum, (Figura 8).

8.4 Caracterizacdo do alelo cqmlgec2 na colénia R2362

Como descrito anteriormente, foi observado que na colonia R2362, apesar da
manutencdo do fendtipo de resisténcia, havia larvas que ndo apresentavam o
genodtipo homozigoto para o alelo cgmlgec, caracterizado inicialmente, indicando a
existéncia de outros polimorfismos do gene cqml que também levam a resisténcia
em individuos desta colbnia. Estas larvas foram utilizadas para a identificacdo de um
polimorfismo do gene cqml que levasse a resisténcia a Bsp, diferente daquele ja
caracterizado. ApOs esta etapa, foi desenvolvida uma PCR especifica para a
deteccédo do novo alelo que foi utilizada para comparar as frequéncias dos alelos

cqmlgrec € cqmlgec.2 em diferentes colonias analisadas neste estudo.

8.4.1 Identificacdo do polimorfismo associado a resisténcia do alelo cqmlgec-2

Como descrito, analises de PCR para o alelo cgmlrec em larvas da coldnia
R2362 altamente resistentes a Bacillus sphaericus mostraram a amplificagdo de
diversos fragmentos de aproximadamente 208 pb, diferentemente do esperado que
seriam fragmentos de 189 pb com a delegcdo de 19 nt correspondente ao alelo
cgmlgec em homozigose (Fig 9, setas amarelas). Foi realizada a clonagem do gene
cgml de trés individuos e a anélise de sequéncia de cinco clones de cada individuo
da colbnia R2362, que apresentavam um fragmento em homozigose que n&o
correspondia ao alelo cgmlgec. A partir da andlise dessas sequéncias, foi
identificada uma ORF de 1743 pb além dos dois introns preditos de 50 e 55
nucleotideos, respectivamente, 40 SNPs ao longo de toda a sequéncia, dos quais 12
déo origem a mudancas de aminodcidos e, dentre os polimorfismos encontrados,
ocorre uma mutagao pontual na posi¢cédo 1292 da ORF, a transicdo de uma guanina

por uma adenina, que leva a um cédon de parada prematuro (Trp431Stop) (Tabela
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9; Figura 10). Desta maneira, assim como 0 alelo cgmlgec € 0S outros dois
caracterizados neste estudo em populagdes de campo (cqmlrec-pis € CqM1rec-p2s),
caso traduzido, o gene codificaria uma proteina truncada, sem a ancora GPI, que é
essencial para a apresentacdo do receptor Cgml na superficie do epitélio intestinal
das larvas e interagdo com a toxina Bin. A mutagao que caracteriza o alelo cqmlgec.
» esta localizada na mesma regido de 269 nt onde foram encontrados os
polimorfismos dos alelos cqmlgec.pis € CqMlgrec-n2s (Figura 10).

Este achado confirmou a existéncia de um segundo alelo de resisténcia na
colénia com a capacidade de conferir um fendtipo similar aquele associado ao
cgmlgec. ApOs a identificacdo do alelo cqmlgec.,, foi possivel obter duas
subcol6nias a partir da parental R2362, homozigotas para cada um dos alelos
responsaveis pela resisténcia, o cqmlgec € 0 cqmlgec2, que foram denominadas
R2362/REC e R2362/REC-2, respectivamente. Apé6s as fundacdes das colbnias,
cerca de 90 individuos de cada uma foram avaliados por PCR alelo-especifica e
todos foram homozigotos para cada um dos alelos, 0 cqmlgrec Ou cgmlgrec-2. Em
relagdo ao fenotipo, foram realizados bioensaios de dose-diagnéstica com 300
larvas de cada coldnia. A mortalidade ap6s 48 horas em ambas subcolbnias foi
inferior a 8%, confirmando seu fenétipo altamente resistente, enquanto que na

colbnia susceptivel, a mortalidade foi de 100% ap0s 24 horas de exposi¢éo.
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Figura 9 — Separacéao eletroforética de fragmentos amplificados por PCR a partir do gene
cgml, de larvas Culex quinquefasciatus da coldénia R2362 resistente a Bacillus sphaericus.

PM CN

Fonte: Dados do autor.

Nota. A primeira caracterizacédo da base molecular da resisténcia da colénia R2362, descrita
por Romao et al. (2006), apontou para a delecao de 19 nucleotideos, correspondente ao
alelo cgmlgrec, cujos fragmentos estdo circulados em vermelho. As setas em amarelo
indicam individuos cujo fragmento amplificado é diferente do esperado e indica que a
resisténcia ndo é ligado ao alelo cqmlgrec. PM: peso molecular em pares de bases (1 kb plus
DNA Ladder/Invitrogen™). CN: Controle negativo, sem DNA molde.

Figura 10 - Representacdo do gene que codifica o receptor Cgml em Culex
quinquefasciatus (nimero de acesso no GenBank DQ333335) e localizacdo dos
polimorfismos dos alelos cqmlgec, cdMlrec-pi6, CQM1recp2s € CqMIRec-2.

A
Exon1 Intron 1 Exon % Intron 3 Exon :i
5-UTR| | | | ¥.UTR
p 1,8 kb
B

Primer 1
.- -gaggtagccatgcaggacttcaaagaggctcagcagttcgacaaccgagatccgaaccqqacqccqatqcagtggga}:tcgtcga cc 1310

a
agtgccgggttcagtaccaaca ccaacaccct ccgagttcatccggacta cgctcggtacaacgcgtgatgcagaagaat cca 1400

Primer 2
caaagtaccttccaccacttccagecatctgaccaagettcgacggecaccggacgatgecagagtggtgagtacgtgecacaagacggte. .. 1490

Fonte: Chalegre et al (2012), modificado.

Nota: A. sequéncia de 1848 nucleotideos (nt) contendo dois introns de 50- (1169-1218) e
55-nt (1655-1709). B. Regido de 269 nt (1221-1490) que engloba os polimorfismos dos
alelos encontrados nas populagbes de Recife, os quais sdo: delecdo de 19 nt
correspondendo ao alelo cqmlgec (sublinhada); as seis bases adicionais correspondentes
ao cqmlgrecpzs (@zul e enquadradas); a delecéo de 16 nt do alelo cqgmlgec.pis (italico, rosa e
sombreado); a mutacdo pontual na posicdo 1342 do alelo cgmlgec, (marcada em
vermelho), identificada em larvas da colénia R2362, leva a formacdo de um cédon de
parada prematuro e portanto a proteina é secretada sem ancora GPI, no lumen intestinal.
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Tabela 9 - Polimorfismos encontrados na sequéncia completa de nucleotideos do alelo
cgmlgec2 em relagdo ao gene cgml de Culex quinquefasciatus (niUmero de acesso no
GenBank DQ333335).

Posicéo do cqml cqmlgec2 Posicéo do cqgml  cgmlgec-pis
Nucleotideo Nucleotideo
7 C A* 736 T c*
44 T c* 1006 T c*
80 C T* 1140 T C
120 T C 1288 A T*
156 T A 1292 G A**
192 C T 1314 C T
193 T C 1341 G A
246 G T 1348 C T*
252 A G 1389 T G
255 C T 1396 C T*
264 T C 1455 A T
351 G C 1456 T C
369 T C 1536 A T
393 C T 1569 C T
422 C T 1588 T C*
438 C T 1599 G A
462 C 1602 G T
532 A C* 1605 C
533 C A* 1621 G A*
609 G T 1734 T C

Fonte: Dados do autor.
Nota: Os polimorfismos que causam alteracées de aminoacidos na sequéncia deduzida do
cgml (ROMAO et al., 2006) estdo marcados (*) e o que gera o coédon de parada prematuro

(**) .

8.4.2 Deteccao dos alelos cqm1, cgmlgec € cqmlgec2 por PCR-multiplex

A partir da obtencdo das subcolonias R2362/REC e R2362/REC-2, foi
possivel padronizar um método de PCR-multiplex especifico capaz de detectar os
alelos cgml, cqgmlgec € cqmlgec2. Quatro primers especificos foram utilizados na
reagcdo e as associagdes entre eles dao origem a um fragmento controle de 327 pb

amplificados a partir de todos individuos e fragmentos diagnésticos de 273 pb e 173
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pb, para os alelos cqml e cqmlgrec-2, respectivamente. Nas larvas portadoras do
cgmlgec, sdo amplificados fragmentos similares ao cgml, fragmento controle de 308
pb e o diagndstico de 254 pb, devido & delecdo de 19 nt. A Figura 11 apresenta a
visualizacdo de individuos homozigotos (A) e heterozigotos (B) para os trés alelos
analisados. Pode-se observar um padrdo bastante distinto dos individuos
homozigotos para o alelo cqmlgec2 quando comparado aos padroes de amplificagcéo
dos alelos cgml e cgmlgec (Figura 11A). J& a diferenca entre os genotipos
cgmlcgml e cgmlreccgmlgec € mais discreta, pois apenas 19 pb diferem ambos os
fragmentos amplificados, controle e diagnostico (Figura 11A). Para o padrdo de
individuos heterozigotos, as bandas diagndstico de cerca de 273 e 254
correspondentes aos alelos cqml e cqmlgec devem ser analisadas com atencao,

devido a uma intensidade mais discreta (Figura 11B).
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Figura 11 — Separacéo eletroforética de fragmentos amplificados por PCR de alelos do
gene cgml de larvas de Culex quinquefasciatus das coldénias Susceptivel, R2362/REC e
R2362/REC-2.

REC-2 S REC

PM

Frag

327
308
273
254

A 300

200
173

C- Frag

o REC/REC-2 S/REC S/REC-2

500
400

B 300

200

Fonte: Dados do autor em colaboracao com Araudjo (2012).

Nota: A: Individuos homozigotos para o alelo cqgmlgrec.2 (REC-2), homozigoto para o alelo
cgml (S) e homozigoto para o alelo cqmlgec (REC), controle negativo sem DNA molde (C-).
B: Individuos heterozigotos cqmlgrec /cqmlgrec.. (REC/REC-2), cqml/cqmlgec1 (S/REC) e
cgml/cgmlgrec> (S/REC-2). PM: peso molecular em pares de bases (1 Kb Plus DNA
Ladder/Invitrogen™) e Frag: tamanho dos fragmentos em pares de base.

8.5 Frequéncia dos alelos cqmlgece cqmlgec2 ha coldnia R2362

A partir da identificagdo do alelo cgmlgrec2 na colbnia R2362, alguns
guestionamentos foram levantados em relacdo a sua origem, a partir de qual
momento estaria presente na colbénia e qual a frequéncia de cada alelo de
resisténcia ao longo do desenvolvimento da coldnia. Apés a padronizacdo da PCR-
multiplex para deteccdo dos alelos cgml, cgmlrec € cgmlgec2, a mesma foi
aplicada para a analise de amostras entre 100 e 115 individuos provenientes de sete
geracgdes da colonia R2362, a fim de avaliar a presenca e frequéncia destes alelos
em algumas geracdes da colbnia, gracas a disponibilidade de amostras

armazenadas a -70 °C. Nesta e na proxima secdo foi convencionado usar a
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nomenclatura S, REC e REC-2 para os alelos cgml, cqmlrec € cqmlgec-2,
respectivamente.

A tabela 10 retne os dados de frequéncia e gendtipos dos alelos REC, REC-2
e S encontrados ao longo das geragdes analisadas da col6nia R2362 realizada em
colaboragdo com a bidloga Daniella Tavares (ARAUJO, 2012). Ambos os alelos,
REC e REC-2, co-existiam desde as primeiras geracOes analisadas, Fs4 e F35, sendo
RECREC o genotipo mais frequente, em cerca de 50% de larvas. A presenca do
REC-2 foi observada, sobretudo em individuos heterozigotos (27%) com uma
frequéncia de homozigotos, variando de 3 a 5%. Também foi possivel observar a
presenca de individuos portando o alelo S tanto em heterozigose, como em
homozigose, embora a hipdtese que estes fragmentos sejam correspondentes a
outros alelos de resisténcia ainda ndo caracterizados ndo pode ser descartada. Na
geracdo Fgg a predominancia do gendétipo RECREC é mantida, enquanto que nas
geracdes Fio7 € Fis3 0 gendtipo resistente heterozigoto RECREC-2 apresenta uma
frequéncia elevada (Fi0; com 72%, Fis3 com 49%), embora ainda tenha sido
encontrado um percentual elevado, 40%, do gendétipo RECREC na geracao Fies.
Observa-se nas geracdes 182 e 191 um claro decréscimo do genotipo inicialmente
majoritario, RECREC, com um aumento do genétipo homozigoto resistente REC-
2REC-2, além do heterozigoto resistente RECREC-2, resultando numa inverséo da
predominancia dos alelos. Enquanto que na geragdo Fies, 0 alelo predominante
(0,66) era o REC, nas geracdes Fis; € Fi191 0 REC-2 predomina com 0,64 e 0,69,
respectivamente (Tabela 10). Nas geragdes Fis; € Fi91 houve um grande aumento
do gendtipo REC-2REC-2 que coincide com o periodo em que a pressao de selecdo
foi estabelecida de forma regular na colbnia a partir da geracéo Fiss.

A analise da Figura 12 mostra a frequéncia dos alelos ao longo das geragfes
estudadas. O alelo REC foi claramente majoritario até a geracdo Fiss (66-75%),
havendo um equilibrio com o alelo REC-2 observado de forma inesperada na Fio7.
Nas geracbes Fig; € Fi9; 0 alelo REC-2 esta presente na maioria dos genétipos

analisados com frequéncia estimada de 64% a 69%, respectivamente.
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Tabela 10 — Frequéncia dos genotipos a partir dos alelos cgml(S), cqmlrec(REC) e cqgmlrec (REC-2) em larvas de Culex quinquefasciatus
em diferentes gera¢fes da colbnia resistente R2362, mantida em laboratorio.

Genotipos (%) Alelos (%)
Geragédo N RECREC REC-2REC-2 RECREC-2 RECS REC-2S SS ND REC REC-2 S
Fss 115 56 5 27 7 3 0 2 75 20 5
Fs7 110 43 3 17 23 5 2 7 68 15 17
Fos 110 39 7 23 22 7 0 2 62 23 15
Fio7 110 13 12 72 0 1 0 2 52 48 0
Fies 110 40 8 49 0 0 0 3 66 34 0
Fiso 100 7 36 57 0 0 0 0 36 64 0
Fio1 110 11 52 44 0 0 0 3 31 69 0

Fonte: Dados do autor em colaboracdo com Araujo (2012).
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Figura 12 — Frequéncia dos alelos cqml (S), cgmlgec (REC) e cqmlrec.. (REC-2) em larvas
de Culex quinquefasciatus da coldnia resistente R2362 mantida em laboratério ha mais de
190 geracoes.
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Fonte: Dados do autor em colaboracédo com Araujo (2012).

8.6 Competicdo dos alelos cqmlgrec € cqmlgec-2 SOb condigdes de laboratério

A partir dos dados das frequéncias dos alelos REC e REC-2 na col6nia R2362
e a auséncia de registros precisos em relagdo a presséo de selecdo imposta durante
a sua manutencéo, o objetivo desta etapa foi avaliar a frequéncia destes alelos sob
condigdes controladas em relagéo a presséo de selecdo com Bsp. Um dos ensaios
utilizados para avaliar tal parametro, foi manter a pressdo de selecdo com o
biolarvicida Bsp na colbnia R2362, a cada geracao, a partir da Figs, € em paralelo
fundar uma nova subcolbnia a partir do cruzamento de individuos das subcol6nias
R2362/REC e R2362/REC-2 e manté-la sob tratamento com Bsp. A cada geragéo,
cerca de 60 individuos de cada col6nia foram analisados por PCR alelo-especifica
para a determinagdo de seus respectivos gendtipos para os alelos cqmlgec €
cgmlrec-2.

A analise da colbnia R2362, tratada com Bsp a cada geracdo a partir da
geracdo Figs, mostrou que o REC-2 manteve a predominancia observada na
geracao Fig, (Tabela 10) com uma frequéncia estavel entre 0,62 e 0,74, enquanto o
alelo REC oscilou entre 0,26 e 0,38 ao longo das oito geragdes analisadas (Figura
13A). Em relag&o aos genotipos, observa-se um nimero muito proximo e majoritéario
de individuos heterozigotos e homozigotos REC-2REC-2, enquanto o numero de

individuos homozigotos para o alelo REC € menor ou igual a 10% (Fig 13B).



Chalegre, K. D. M. Caracterizacdo e deteccdo molecular de alelos de resisténcia... 88

A subcolbnia R2362/RECREC-2 foi fundada visando iniciar os experimentos
com uma frequéncia de 0,5 para cada um dos alelos e, diferentemente da colonia
R2362, na auséncia de pressdo de selegcdo. A geragcdo F: apresentou uma
frequéncia de 0,52 para o alelo REC e 0,48 para o alelo REC-2, e até a geracgao Fs,
foram observadas oscilagbes entre as frequéncias. A partir da F, até a Fi, o alelo
REC teve a maior frequéncia em todas as geragOes, oscilando entre 0,59 e 0,78,
enquanto o alelo REC-2 oscilou entre 0,22 e 0,41 (Figura 14A). No que diz respeito
aos genotipos, a partir da Fs4, predominaram os individuos heterozigotos e
homozigotos RECREC, enquanto que se observou uma redugdo de larvas
homozigotas REC-2REC-2, em oposi¢éo aos resultados da colbnia sob presséo de
selecéo (Figura 14B).

Na décima geracao, a subcolénia R2362/RECREC-2 foi subdividida em outra
subcolonia (R2362/RECREC-2/EXP) que foi submetida a tratamento com Bsp a
cada geracgdo a fim de avaliar se haveria uma mudanca nas frequéncias dos alelos
REC e REC-2, observadas na R2362/RECREC-2. Nas quatro geragdes avaliadas
(F11-F14) desde o inicio da presséo de selecdo, apesar de uma grande redugdo na
frequéncia do REC entre as geragfes Fi; e F13 em relacdo a Fip, na geracdo Fi4 a
frequéncia deste alelo aumentou e atingiu um valor semelhante a geragédo Fig
(Figura 15A). Em relacdo aos gendtipos, apos a presséo de selegdo o numero de
homozigotos REC-2REC-2 foi maior nas 3 gera¢des posteriores (F11-F13) em relagdo
aquela anterior a pressado de selecéo, voltando a cair na geracdo Fi4, momento este
em que a frequéncia do alelo REC atingiu seu maximo nesta geracéo (Figura 15A e
B). Na subdivisédo da subcolonia R2362/RECREC-2 na geragdo Fio, houve uma
grande reducédo populacional e isto parece ter interferido nas frequéncias dos alelos

dada a oscila¢do encontrada, devido a deriva génica.



Chalegre, K. D. M.

Caracterizacdo e deteccdo molecular de alelos de resisténcia... 89

Figura 13 — Frequéncia alélica e genotipica do cqmlgec (REC) e cgmlgec.. (REC-2) em larvas de Culex quinquefasciatus de oito geracdes
(F1s7 @ F194) da colbnia R2362, mantida sob condicdes de laboratério e tratamento com o biolarvicida Bacillus sphaericus a cada geracao.
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Fonte: Dados do autor.

Nota: A: Frequéncia alélica. B: Frequéncia genaotipica para os alelos cqmlgec € cqmlgrec-2.
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Figura 14 — Frequéncia alélica e genotipica do cqmlgrec (REC) e cqmlgec2 (REC-2) em larvas de Culex quinquefasciatus de 12 gerag@es (F; a
F12) da colonia R2362/RECREC-2, mantida sob condic¢es de laboratdrio e sem tratamento com o biolarvicida Bacillus sphaericus.
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Figura 15 — Frequéncia alélica e genotipica do cqmlgec (REC) e cqmlrec.. (REC-2) em larvas de Culex quinquefasciatus de quatro geragdes
(F11 a Fi4) da colbnia R2362/RECREC-2/EXP, mantida sob condicbes de laboratério e pressao de selecdo com o biolarvicida Bacillus

sphaericus (Bsp).

1.0

0,8

0,6

04

Frequéncia Alélica

0,2

100
80
60
40
20

vy}
Frequéncia Genotipica %

Tratamento
com Bsp

0,0 -

v

W o
- 0,58 ——REC

0,22

I:lO

Tratamento
com Bsp

'

Fll

0,42

0,36

FlZ
Geracoes

FlZ
Geracdes

FlS

0,42

I:14

REC-2

0,21

OREC/REC
BREC-2/REC-2
OREC/REC-2

Fonte: Dados do autor.

Nota: A: Frequéncia alélica. B: Frequéncia genotipica para os alelos cqmlgec € cqmlgrec-2.



Chalegre, K. D. M. Caracterizacdo e deteccdo molecular de alelos de resisténcia... 92

8.7 Expresséao dos alelos cqmlgrec € cqmlgec-2

Um aspecto importante para a compreensao dos possiveis efeitos que podem
estar associados aos alelos cqmlgec € cqmlgec, € avaliar se as respectivas
proteinas Cgml truncadas seriam expressas em larvas homozigotas para estes
alelos, visto que as a-glicosidases sdo proteinas necesséarias para a digestdo no
inseto. A andlise da expressao génica foi realizada a partir de primers especificos
para o gene alvo cqml, e para um gene enddgeno, 18S, em triplicata, totalizando 15
individuos analisados por coldnia. A andlise das curvas-padrdo mostrou que a
eficiéncia de amplificagdo do gene de interesse em relagdo ao controle endégeno
foram similares, e a curva de dissociagdo dos primers mostrou apenas um pico de
melting para cada um dos genes, indicando um sinal especifico para cada um dos
alvos de amplificacao (Fig 16).

Os ensaios de quantificagéo relativa mostraram que os CTs (Cycle Threshold)
médios, ou seja, o numero de ciclos requeridos para o sinal fluorescente ultrapassar
o nivel de ruido (threshold) para o controle enddgeno foram similares (=14),
enquanto que para o gene alvo, cgqml, foram diferentes indicando padrdes distintos
de transcritos (21 a 28), de ordem decrescente para os alelos cqgml, cqmlgec €

cqmlgec (Tabela 11).

Tabela 11 — Cycle Threshold (CTs) médios dos genes alvo, cqml, e controle enddgeno,
18S, obtidos através de PCR em tempo real de 15 larvas das colbnias susceptivel, e
resistentes R2362/REC e R2361/REC-2.

Genes CT médio (DV com 95% NC)?
Susceptivel R2362/REC R2362/REC-2
18S 14,1566 (0,1280) 14,1816 (0,2197) 14,0279 (0,2336)
cqml 21,1799 (0,9113) 25,5165 (0,4551) 28,3007 (0,2420)

Fonte: Dados do autor.
®Desvio-padrdo com 95% de nivel de confianca.

A quantificacdo relativa revelou niveis baixos de transcritos dos alelos de
resisténcia cqgmlrec € cqmlgec2, que foram em média 20 e 100 vezes menores,
respectivamente, em relacdo ao gene susceptivel cqml (Figura 17). Em relagédo ao

cgmlgec, 0 alelo cqmlgec.2 € expresso cinco vezes menos (Figura 18).
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Figura 16 — Curva de dissociacdo da RT-PCR quantitativa dos genes cqm1 e 18S.
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Figura 17 — Expressao relativa dos alelos de resisténcia cqmlgec € cqmlgec2 em relacédo ao

gene de referéncia susceptivel, cqm1.
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Figura 18 — Expressao relativa dos alelos de resisténcia cqmlrec € cqmlgec-.
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A expressdo dos alelos cqmlgec € cgmlgec2 também foi avaliada através de

ensaios de competicdo. A toxina Bin marcada (Bin-I'*
de BBMF de larvas das colbnias S, R2362/REC, R2362/REC-2 e de larvas de Ae.

aegypti, na auséncia de competidor para determinar a capacidade de ligagéo total e

) foi incubada com amostras

na presenca de competidor (toxina Bin ndo marcada) em concentragdes crescentes

(0-3000 nM) (Figura 19). Na colénia S, a Bin-I'® apresentou capacidade total de

Y

ligacdo a BBMF e foi gradualmente deslocada na presenca de concentragdes
crescentes da toxina Bin livre (competidor), demonstrando a especificade da ligagao.
A toxina Bin-I'?°

das colonias R2362/REC e R2362/REC-2, na auséncia de competidor, denotado

apresentou uma fraca capacidade de ligagdo as BBMFs de larvas

pelo baixo percentual de ligacdo observado. Além disso, a adigcdo de concentracdes
crescentes da toxina Bin livre mostrou uma baixa capacidade de deslocamento da
Bin-1'* ligada, demonstrando a baixa especificidade dessas ligacbes, semelhante
aos dados obtidos a partir de amostras de BBMF de larvas de Ae. aegypti,
totalmente refratérias a Bsp e, portanto, sem interagdo especifica com a toxina Bin
(Figura 19).

Figura 19 — Curva de competicdo entre a toxina Bin de Bacillus sphaericus radiomarcada
(Bin-1'*®) e preparacdes de microvilli intestinal de larvas de Culex quinquefasciatus das
colénias Suscepivel, R2362/REC, R2363/REC2 e de larvas de Aedes aegypti.
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Fonte: Dados do autor.

Nota : Foram incubados 25 ug de cada preparacédo de microvilli intestinal com 10 nM da Bin-
I'* na presenca de concentragdes crescentes (0-3.000 nM) do competidor (toxina Bin néo
marcada).
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9 DISCUSSAO

Bacillus sphaericus € considerado o biolarvicida que apresenta grande
eficacia para o controle de espécies do complexo do mosquito Culex pipiens
(LACEY, 2007). O alto potencial desse biolarvicida esté relacionado ao seu espectro
de acédo seletivo e sua capacidade de se reciclar e persistir nos criadouros, que
promove condigcbes para que um nivel de controle a longo prazo possa ser
alcancado (LACEY, 2007; BERRY, 2012). A Regido Metropolitana do Recife (RMR)
ainda tem areas endémicas para a filariose e, dentro do programa de controle desta
doenca, biolarvicidas a base de Bsp tem sido utilizados para o controle do vetor C.
guinquefasciatus (CHALEGRE et al., 2009; REGIS et al., 1995; 2000; SILVA-FILHA
et al., 2001; 2008).

A deteccgéo ou o registro de populagdes de Culex resistentes a Bsp, tanto em
laboratdrio como em campo pode limitar o uso deste biolarvicida visto que o mesmo
possui apenas um fator toxico, a toxina Bin, que depende da interagdo especifica
com o receptor Cgm1l para levar as larvas a morte (NIELSEN-LEROUX; CHARLES,
1992). Estratégias para o manejo da resisténcia sdo essenciais para o sucesso dos
programas de controle de insetos e a maioria destas é baseada em modelos que
assumem que a frequéncia inicial de alelos r em uma dada populagdo é baixa
(GOULD et al., 1997). Ferramentas moleculares para detecgéo de alelos r ainda séo
pouco utilizadas, visto que € necesséria a caracterizagdo molecular prévia destes
alelos. Portanto, até o momento, a avaliagdo da susceptibilidade in vivo das
populagBes de campo através de bioensaios € a ferramenta mais utilizada para
avaliar o risco de selecéo de resisténcia (GENISSEL et al., 2003; GOULD et al.,
1997; SILVA-FILHA et al., 2008; TABASHNIK et al., 2000; WENES et al., 2006;
ZHAO et al., 2010).

A primeira etapa deste trabalho foi avaliar a frequéncia do alelo cgmlgec,
previamente caracterizado na coldnia R2362 sob condicbes de laboratorio em
populacdes néo tratadas da RMR. As populagbes de campo de Ipojuca e Jaboatéo
foram avaliadas quanto a sua susceptibilidade a Bsp, e os valores de razdo de
resisténcia (RR) para as CLg foram similares a colénia de referéncia, susceptivel,
enquanto aqueles relacionados a CLsg mostraram pequenas alteragdes. As
variagdes encontradas foram semelhantes aquelas observadas em popula¢des nao

tratadas descritas em outros estudos, indicando a ocorréncia de variacées naturais
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na susceptibilidade a Bsp (CHALEGRE et al., 2009; 2012; WIRTH et al, 2001;
WIRTH, 2010). As populagcdes de Roda de Fogo e Azeitona ndo puderam ser
avaliadas através de bioensaios, visto que suas amostras foram congeladas em
1999. E esperado que estas populagdes tenham susceptibilidades semelhantes, pois
ndo ha registro de uso de Bsp nestas éareas, bem como elas s&o isoladas
geograficamente de apenas duas areas expostas a Bsp naquela época (REGIS et al,
1995; SILVA-FILHA et al., 2001).

Sabe-se que um dos fatores determinantes no processo da sele¢do de
resisténcia é a frequéncia inicial de alelos r, bem como seu modo de heranca em
populacdes naturais expostas ao tratamento com o biolarvicida. Um exemplo deste
aspecto foi demonstrado no estudo realizado por Mcgauhey e Beeman (1988), que
mantiveram em laboratério cinco colbnias do lepidoptero Plodia interpunctella,
originadas de diferentes amostras de campo, sob forte pressdo de selecdo com o
Bacillus thuringiensis. Apos 40 geracdes, a resisténcia em uma das colbnias
aumentou 250 vezes, enquanto este numero foi de 15 vezes em outra linhagem,
indicando que diferencas nas frequéncias iniciais de alelos r nestas populagdes seria
a causa das variagfes de RR observadas. O diagnostico da resisténcia por PCR
alelo-especifica tem sido considerado um método mais direto para detectar alelos r,
principalmente a uma baixa frequéncia. Esta abordagem requer que 0s genes que
conferem resisténcia sejam conhecidos e que alelos de individuos susceptiveis e
resistentes possam ser distinguidos por variagdes na sequéncia de DNA (GAHAN et
al., 2007). Sdo vérias as vantagens desta técnica em relacdo aos ensaios de
susceptibilidade in vivo e a principal é a detec¢do de individuos heterozigotos em
uma amostra, o que ndo pode ser obtido através de um bioensaio quando o modo
de heranga dos alelos r é recessiva ou dominante.

Em relacdo a deteccdo de alelos r selecionados em laboratdrio, como o
cgmlgec, sabe-se que nem sempre estes sdo detectados em populacdes de campo
a exemplo dos alelos de caderinas associados a resisténcia a toxina CrylAc de Bt,
cuja identificacdo em populagbes de lepiddpteros ndo foi possivel (TABASHNIK et
al., 2006; GAHAN et al., 2007). No caso especifico do alelo cgmlgrec, apdés sua
identificacdo na colonia R2362 foi feito um screening em algumas populac¢des do
Estado de Pernambuco e o mesmo foi detectado (CHALEGRE et al., 2009). No
presente estudo o objetivo foi ampliar a pesquisa deste alelo, especificamente em

populacdes ndo tratadas, a fim de determinar a sua ocorréncia e estabelecer a
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frequéncia inicial nesta condicdo, em que o0s insetos ndo sofreram pressao de
selecéo prévia com Bsp. O alelo cgqmlgec foi detectado nas quatro populagdes sem
histérico de tratamento com Bsp analisadas e em trés delas, Ipojuca, Jaboatéo e
Azeitona, as frequéncias foram da ordem de 103 (0,001 a 0,003). Estes dados
foram similares aqueles obtidos de duas populagdes nédo tratadas que foram
previamente analisadas na RMR bem como aos dados de frequéncia de alelos r a
Bt, que em muitos casos apresentam uma frequéncia inicial em &reas n&o expostas
desta mesma ordem (BENTUR et al., 2000; BOURGUET et al., 2003; BURD et al.,
2003; CHALEGRE et al., 2009; GOULD et al.,, 1997). No entanto, uma das
populacdes, Roda de Fogo, apresentou uma frequéncia significativamente mais
elevada do que as demais populacdes analisadas, sendo da ordem de 102 (0,017),
a mesma observada na populago tratada de Agua Fria (CHALEGRE et al., 2009).

Estes resultados mostram que a grande variagdo encontrada da frequéncia do
alelo cgmlgec nas populacdes néo tratadas de 0,001 até 0,017 indica diferentes
niveis de risco de selecdo de resisténcia, caso sejam submetidas ao tratamento com
Bsp, principalmente quando se encontram valores como o de Roda de Fogo, que
como descrito anteriormente, nunca tinha sido exposta a Bsp até o momento de sua
coleta. Como Bsp néo era utilizado em grande escala, a possibilidade de algum
contato indireto de Roda de Fogo com o biolarvicida pode ser considerada
inexistente. Recentes estudos com genes de resisténcia a Bt em populacdes de
campo de lepiddpteros coletadas em areas de cultivares do algoddo-Bt na China
também mostrou uma grande variagéo de frequéncias, 10* a 10 (GAO et al., 2009;
LIU et al., 2008; 2010; XU et al., 2009; ZHAO et al., 2010), com o ultimo sendo
considerado o primeiro aumento substancial da frequéncia de genes de resisténcia
entre as &reas em estudo.

A partir do screening do cgmlgrec has populacdes, foi realizada a anélise de
sua identidade e todos os fragmentos amplificados que potencialmente
correspondiam ao alelo cgmlgec (<208 pb) foram sequenciados. Durante esta
investigacdo foi possivel confirmar a identidade da maioria dos alelos como sendo
cqmlgec € também foi descoberto um novo evento na mesma regidao amplificada,
que corresponde a uma delecdo de 16 nt, aqui denominado cgmlgrec-pis,
demonstrando que a regiéo alvo da PCR pode abranger estas duas dele¢des ligadas
a resisténcia. Em paralelo, em um estudo desenvolvido pela doutoranda Eloina

Santos com a populacdo de Agua Fria, foi identificado um fragmento que continha
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uma delecdo de 25 nt. Ambos os alelos, cqmlgecpis € COMlgec.pzs foram
caracterizados e as dele¢bes em questéo séo, potencialmente, capazes de provocar
a resisténcia a toxina Bin de forma similar ao que ocorre no alelo cqmlgec, cpMmlceo
e cpmlgp, pois este evento também leva a formacdo de uma proteina truncada
desprovida da ancora GPI (DARBOUX et al., 2002, 2007; ROMAO et al., 2006). No
entanto, o efeito fisiolégico desses alelos ndo pode ser avaliado, visto que foram
detectados em amostras populacionais e ndo foi possivel o estabelecimento de uma
colonia para esse tipo de estudo. Estes novos polimorfismos ocorrem na mesma
regido daquele caracterizado no cqgmlgrec €m uma area que parece ser um hotspot.

Em relacéo a ocorréncia destes trés alelos, observou-se que o alelo cqmlgec
tem uma distribuicdo mais ampla, pois foi detectado em todas as populagdes
analisadas, seguido do cgmlgecpis que foi detectado em duas das quatro
populacdes néo tratadas analisadas e 0 cqmlgrec.pzs foi detectado apenas na
populacgdo tratada de Agua Fria. Em relagdo a frequéncia destes trés alelos, o
cgmigec variou na ordem de 10 a 10, enquanto os alelos cqmlrecpis € cqMlrec.
o2s foram encontrados na ordem de 103 No entanto, o achado de larvas
homozigotas para o alelo cqmlgrec.n016 Na populagéo de Jaboatdo néo era esperado,
pois alelos r em populagbes nédo tratadas séo frequentemente observados em
heterozigose (YANG et al., 2007; CHALEGRE et al., 2009; ZHAO et al., 2010). Os
dados variaveis de distribuicdo e frequéncias destes trés alelos r entre as
populacdes analisadas indicam a importancia do manejo da resisténcia antes e
durante o tratamento com Bsp de criadouros de C. quinquefasciatus. As frequéncias
dos alelos cgmlgec, cmlgecpis € Cmlgec-n2s €ncontradas neste trabalho foram
semelhantes a algumas obtidas a partir de analises de F, screen, para alelos r das
toxinas Cry do Bt em populagdes de lepidépteros, na ordem de 102 a 10°
(GENISSEL et al., 2003; GOULD et al., 1997; HUANG et al., 2012; TABASHNIK et
al., 2000; WENES et al., 2006). Nos dois estudos que aplicaram a PCR especifica
para deteccdo de alelos r em plantas Bt nas espécies de P. gossypiella e H.
virescens, as frequéncias foram bem inferiores, na ordem de 10* a 10®, entretanto
estes alelos nédo foram diretamente detectados e as frequéncias foram estabelecidas
por modelos estatisticos (GAHAN et al., 2007; TABASHNIK et al., 2006).

Os resultados deste trabalho demonstraram que o gene cqml possui diversos
polimorfismos associados a resisténcia a Bsp e um panorama semelhante,

envolvendo a deteccdo de mudltiplos alelos do gene da caderina associados a
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resisténcia a toxina CrylAc, foi descrito em lepidopteros pragas do algoddo (GAHAN
et al., 2001; MORIN et al., 2003; ZHAO et al, 2010). Até o momento, 14 alelos da
caderina que causam elevados niveis de resisténcia, também relacionados a falhas
na interacdo toxina-receptor, foram identificados, sendo um em uma colbnia
selecionada em laboratério de Heliothis virescens, quatro em Pectinophora
gossypiella e nove alelos detectados em Helicoverpa armigera, sendo as duas
Ultimas espécies provenientes de populagbes de campo (GAHAN et al., 2001;
MORIN et al, 2003; 2004;. XU et al., 2005;. YANG et al., 2007; ZHAO et al., 2010;
ZHANG et al., 2012). Do ponto de vista funcional, muitos destes alelos séo
considerados nulos, uma vez que séo interrompidos por eventos que resultam na
geracdo de codons de terminacdo da tradugdo prematuros, ou que geram eventos
de processamento do RNA mensageiro aberrantes, codificando assim proteinas
truncadas. Em todos os casos, o resultado final € a incapacidade da toxina se ligar
ao seu tecido alvo, de uma forma semelhante a observada para os alelos r do gene
cgml aqui descritos, apontando que estes eventos sS40 comuns nestes genes que
codificam proteinas de fung¢é@o primordial os insetos e que também funcionam como
receptores para toxinas inseticidas (FABRICK et al., 2011; ZHAO et al., 2010). O
desenvolvimento de ferramentas moleculares para 0 monitoramento, no caso de
screening de alelos r da caderina tem sido considerado uma tarefa complexa devido
a diversidade e multiplas localizagbes das mutacdes associadas a resisténcia ao
longo deste gene que possui uma grande extenséao (16,4 kb) (YANG et al., 2006).
Em contraste, o gene cgml com cerca de 1,8 kb (ROMAO et al., 2006), e a co-
localizagéo de polimorfismos em um hotspot, apresenta facilidade operacional para
amplificagéo e sequenciamento permitindo uma busca de alelos r em populagdes de
campo.

Dada a existéncia de diferentes mutacdes no gene cqgqml/ cpml que conferem
resisténcia a Bsp, este estudo também teve por objetivo avaliar a ocorréncia do alelo
cpmlgeo que foi caracterizado em uma colonia de C. pipiens oriunda de diferentes
regibes da Califérnia (WIRTH et al., 2000). A regido de Agua Fria tem sido tratada
com Bsp e apresenta uma maior frequéncia do cqmlgec (CHALEGRE et al., 2009) e,
devido a estas caracteristicas, esta populacdo foi escolhida para investigar a
ocorréncia do alelo cpmlgeo. Foi obtido um método de detecgdo especifico para

larvas portando este alelo. Entretanto o alelo cpml1ggo nédo foi encontrado e isto pode
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ter ocorrido pelo nimero de individuos avaliados ter sido insuficiente, caso o alelo
ocorra, mas tenha uma baixa frequéncia. Outra possibilidade seria que este alelo,
caracterizado em uma populagao isolada geograficamente, simplesmente néo ocorra
na populacéo avaliada. O estudo deve ser ampliado para chegar a uma concluséo a
respeito da ocorréncia deste alelo na RMR.

Neste estudo, além da caracterizacao dos alelos cgmlgrec.nis € CqMlrec-p2s
em populagbes da RMR, foi identificado e caracterizado um novo alelo na colbnia
R2362. O segundo alelo, cqmlgrec.-2, POSSUi na sua sequéncia uma mutagao pontual
nonsense que gera um codon de terminag¢do da tradug&do prematuro, a exemplo de
outros alelos r caracterizados em larvas de Culex, como 0 cpmlceo € cpmlgp
(DARBOUKX et al., 2002, 2007). Um estudo prévio de polimorfismos no gene cgml
mostrou a existéncia de pelo menos 13 substituicdes de aminoacidos na sequéncia
deduzida do receptor Cgml obtida a partir da analise de individuos da populagéo
tratada de Agua Fria, demonstrando o qudo polimérfica é essa sequéncia e que
podem haver outros eventos que podem levar a resisténcia (CHALEGRE, 2008).

O método especifico de PCR para deteccéo dos alelos cqmlrec € cqmlgec-2,
foi aplicado em diferentes geragdes ao longo do desenvolvimento da colbnia R2362
para determinar sua frequéncia, visto que a caracterizacdo inicial desta colonia
apontou que ela seria constituida de individuos homozigotos para o alelo cqmlgec
(ROMAO et al, 2006). Os dados deste estudo demonstraram que pouco apds inicio
da fundacgéo da colbnia (Fss-F37) ambos os alelos co-existiam, mas com uma maior
frequéncia do gendtipo cgmlgec/cqmlgec, 0 que explica o fato dos individuos
sequenciados no momento da caracterizagdo molecular da colbnia terem
apresentado este gendtipo sendo a colbnia caracterizada por ser composta por
individuos homozigotos para este alelo (ROMAO et al., 2006). Os dados apontam
um aumento da frequéncia do alelo cgmlgec.2 a0 longo do desenvolvimento da
colonia, embora com algumas flutuagdes, tendo atingido uma predominancia a partir
da geracdo Fig. O aumento da frequéncia do alelo cqgmlgrec., coincidiu com o
periodo em que a exposi¢do da coldnia a Bsp foi realizada de uma forma regular, a
partir de registros precisos, 0 que ndo pode ser obtido de outros momentos de
manuntencdo da colonia (C. M. F. Oliveira, dados ndo publicados), demonstrando
que este aumento na frequéncia poderia estar ligado a condi¢cdes de pressédo de

selec&o com o biolarvicida.
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A fundacdo de duas colbnias compostas por individuos homozigotos para
cada um dos alelos permitiu avaliar se a pressdo de selegcdo seria o fator
determinante na possivel substituicdo do alelo cqmlgec pelo cqgmlgec-2. A partir da
geracao Figs a pressao de selegcdo na colonia R2362 foi imposta a cada geragéo
para avaliar a evolucdo das frequéncias dos alelos e o cqmlgec.2 foi majoritéario e
manteve-se estavel durante a avaliagho. Em paralelo, na subcoldnia
R2362/RECREC-2, mantida sem pressao de selegcdo com Bsp, foi observado um
crescente aumento da frequéncia do alelo cqmlgec a partir da geragéo Fs3, o qual
continuou predominante nas nove geragfes subsequentes, em contraste com o
observado na colbnia R2362. A fim de avaliar se este panorama mudaria na
presenca de Bsp, foi imposta na geragao Fio desta subcolonia uma forte presséo de
selecdo. Foi possivel avaliar quatro geragdes, cujas frequéncias dos alelos oscilaram
bastante, com uma queda inicial do cqgmlgrec, Mmas que na geracdo Fi4 atingiu
valores semelhantes aqueles encontrados na subcolénia sem pressédo de selecao.
Apesar da hipotese de que com pressdo de selecdo, o alelo cgmlgec. Seria
predominante ndo ter sido confirmada a partir deste ultimo modelo, talvez pelo
tempo de andlise ter sido insuficiente, o conjunto de resultados obtidos, a partir das
outras avaliagdes, indica que os alelos cqgmlgrecz € cgmlgrec predominam,
respectivamente, sob condigbes de exposicdo e na auséncia de tratamento com o
biolarvicida.

Uma das explicagdes para a maior frequéncia do alelo cqgmlgec.2 poderia
estar ligada a um menor custo bioldgico, em caso de maior pressdo de selecéo, do
que o alelo cgmlgec, inicialmente selecionado e caracterizado na populagdo. Sé&o
necessarios estudos adicionais que possam fornecer resultados para compreender
as vantagens/desvantagens associadas a estes alelos, visto que os dados deste
trabalho sugerem que tem havido um fenbmeno de sucessdo destes alelos na
colbnia. Labbé et al. (2009) descrevem uma situagdo semelhante em uma populagéo
de C. pipiens no sul da Franca, em que foi identificado uma substituicdo envolvendo
trés alelos do mesmo gene de resisténcia a quimicos, denominado Ester, e este
processo parece estar relacionado a capacidade adaptativa dos alelos de acordo
com o ambiente e pressao de sele¢do aos quais as popula¢des foram submetidas.

Sabe-se que o fendtipo de resisténcia conferido por estes dois alelos é o
mesmo Visto que o receptor Cgml, se expresso, estaria ausente do microvilli,

condigdo essencial para a acdo da toxina Bin. Além disso, bioensaios com alta dose
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diagnéstica confirmaram que larvas homozigotas para cada um dos alelos sé&o
resistentes a Bsp. Uma das avaliagdes realizadas foi a verificagdo da expresséao do
RNA mensageiro desses alelos, ja que, em virtude do cqgmlgrec2 parece ter um
ganho no que diz respeito ao fitness do inseto, talvez isto estivesse relacionado a
uma expressdo da proteina truncada Cgml. No entanto, apds as avaliacdes, foi
observada uma expresséao significativamente menor de ambos os alelos cqgmlgec €
cqmlgrec2 em relagdo ao cgml, com uma queda mais acentuada do cqmlgec- €,
talvez, este parametro per se ndo cause efeitos no custo bioldgico do inseto. Ensaios
de interacdo entre a toxina Bin e amostras de microvilli intestinal (BBMF) de larvas
das subcolbnias R2362/REC e R2362/REC-2 mostraram que, em relacdo & BBMF
susceptivel, a ligacdo de ambas foi muito reduzida e a competicdo de ligagédo
praticamente inexistente por sitios especificos, com um perfil semelhante aquele
observado a partir da BBMF de Ae. aegypti, espécie refrataria. Estes dados
confirmam que receptores Cgml funcionais nas colonias resistentes ndo estédo
sendo expressos nos niveis encontrados para a coldnia susceptivel, corroborando
os dados de bioensaios e aqueles obtidos por PCR em tempo-real.

As avaliagOes da expressdo dos alelos cqmlgec € cmlgec-2 indicam que
pode haver outros fatores relacionados a predominancia destes alelos nas situacdes
observadas. Dentre eles estid a via nonsense mediated decay (NMD) que é
responsavel pela degradagdo do RNAm aberrante codificando potencialmente para
produtos protéicos menores ou ndo funcionais como um sistema de sobrevivéncia,
sendo detectado em diversos organismos eucarioticos (CULBERTSON; LEEDS,
2003; GONZALEZ et al., 2001; WAGNER; LYKE-ANDERSEN, 2002; WILKINSON;
SHYU, 2002). Este mecanismo pode ser o responsavel pela expressao reduzida dos
alelos cqmlgec € cqgmlgec-2, Visto que por ter um cédon de parada prematuro gerado
pela delecdo de 19 nt ou pela mutagcdo pontual, entre dois introns, os RNA
mensageiros seriam potencialmente degradados (ROMAO et al., 2006). Em
contraste, o alelo cpmlgeo tem niveis de trasncritos semelhantes ao alelo
susceptivel cpml. Isto pode ser devido & mutagéo que leva ao cdédon de terminacao
prematuro ser localizada j& no final da sequéncia (T1706A) o que ndo ativaria a via
NMD (DARBOUX et al., 2002).

Outra hipétese que pode estar relacionada as predominancias dos alelos em
diferentes condicbes € que a via NMD parece ndo apenas estar envolvida na

degradagcdo de RNAm aberrantes, mas também pode estar relacionada a regulacdo
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da expressédo de um grande numero de genes em diversos organismos, embora o
papel biolégico desse mecanismo ainda nédo esteja claro e poucos alvos
evolutivamente conservados tenham sido identificados (RAYSON et al., 2012).

Para avaliar o custo biolégico relacionado a estes alelos, ainda séo
necessarios mais estudos, relacionados diretamente a expresséo do receptor Cgml
ou a possiveis genes relacionados ao desenvolvimento que possam ser regulados
via NMD. Embora a resisténcia em individuos da colénia R2362 tenha sido
relacionada a uma discreta reducdo de alguns parédmetros biolégicos (OLIVEIRA et
al., 2003), esta colbnia foi mantida em laboratério por mais de dez anos, e dados
recentes tém demonstrado que o alelo cqmlgec € capaz de comp etir com o alelo
susceptivel cgml, pelo menos sob condi¢des de laboratério (AMORIM et al., 2010).
De uma maneira semelhante, os genes da caderina e seus alelos nulos associados
a resisténcia a CrylAc ndo parecem ser essenciais para a sobrevivéncia de H.
virescens, P. gossypiella e H. armigera (GAHAN et al.,, 2001; MORIN et al, 2003;
ZHAO et al., 2010). Dados sobre a caracteriza¢do bioquimica da proteina Cqm1l sdo
escassos, embora se saiba que em larvas de C. quinquefasciatus foram
identificadas cinco a-glicosidases ligadas ao epitélio intestinal, dentre elas a Cgml
(ROMAO et al., 2006). No entanto, as caracteristicas destas moléculas e qual o
efeito fisiol6gico causado pela perda de uma delas na digestdo de carboidratos e no
desempenho geral dos insetos ainda sédo desconhecidos.

Os achados deste trabalho de novas mutagdes no gene cgml relacionadas a
resisténcia a Bsp, que foram mapeadas na mesma regido de outros polimorfismos ja
caracterizados, sugerem que este trecho do gene pode ser um hotspot para tais
eventos. Além dos quatro alelos caracterizados na Regido Metropolitana do Recife,
a mesma regido contém as mutagdes que caracterizam os alelos cpmlgp € cpmlge-
del que coexistem em populacdes de C. pipiens na Frangca (DARBOUX et al., 2007).
O unico alelo que apresenta uma mutacao localizada fora dessa regido é o cpmlgeo
caracterizado em uma colbnia oriunda de populagdes de C. pipiens do Estado da
Califérnia, EUA (DARBOUX et al., 2002). Do ponto de vista molecular, estudos
adicionais s@o necessarios para entender a razdo de tais eventos estarem
concentrados nessa regido do gene cqml, além do impacto que eles podem causar
no desenvolvimento do inseto.

As frequéncias dos alelos encontradas neste trabalho em populagbes néo

tratadas com Bsp, principalmente a de Roda de Fogo, bem como a identificacido de
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trés novos alelos r reforgam a importancia e a viabilidade da aplicagcédo dos métodos

moleculares para o monitoramento de sele¢ao de resisténcia.
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10 CONCLUSOES

a)

b)

Nas populagdes de Culex quinquefasciatus da Regido Metropolitana do
Recife circulam, pelo menos, trés alelos de resisténcia a Bacillus sphaericus
(camlgec, cdMlrec.pis € COM1Rec.p2s)-

Dentre os alelos observados nas populagbes da RMR, 0 cgmlgec tem uma
importancia estratégica no manejo da resisténcia, visto que foi detectado em

todas as populagdes analisadas e com maior variagédo na frequéncia.

c) As mutagbes dos alelos cgmlgrec, cMlrec-pis, CQMlgec.p2s € COMlgec-2

d)

e)

ocorrem em uma regido especifica do gene cqgml, permitindo um féacil
desenvolvimento de ferramentas moleculares para seu diagnadstico.

Um novo alelo, cgmlgec2, foi co-selecionado na colbnia resistente de
laboratorio R2362 e parece ter ocorrido um fendmeno de sucessédo de alelos
nesta colonia.

Os alelos cqmlgec-2 € cqmlgec tem caracteristicas adaptativas diferentes visto
que predominam, respectivamente, em condicdes com e sem pressao de

selec&o com o biolarvicida Bacillus sphaericus.

f) A expressdo dos alelos cqmlgec © cgmlgrec € muito reduzida e a

9)

repercussdo biologica no inseto, devido & auséncia da a-glicosidase Cqgm1,
ndo pbde ser determinada visto que ndo s&o conhecidos os fatores que
conferem vantagem para cada um dos alelos nas situagdes analisadas.

O monitoramento destes alelos de resisténcia deve ser realizado em
populacdes alvo de tratamentos com Bsp, cuja utilizacdo deve ser associada
a outros agentes de controle, como Bti, a fim de evitar a sele¢céo destes alelos

r.
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ANEXO A
Sequéncia do gene cgml (N. de acesso no GenBank DQ333335) e localizacdo dos 6
primers internos (Tabela 4) utilizados no sequenciamento dos alelos cqmlgec.pis, CqM1gec.
25 € CMIRec-2-
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Nota: Blocos conservados de dominios cataliticos de a-glicosidases (enquadrados); delecao
de 19 nt do alelo cgmlgec (enquadrada); Cddon de terminacdo da traducdo prematuro
gerado pela delecao (negrito e enquadrado); Sitios de poliadenilagéo (setas).

Fonte: Romao et al. (2006), modificado.
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The activity of the Bacillus sphaericus binary (Bin) toxin on Culex quinguefasciatus larvae depends on its
specific binding to the Cqm1 receptor, a midgut membrane-bound «-glucosidase. A 19-nucleotide deletion in
the cqmi gene (cgmlyg.) mediates high-level resistance to Bin toxin. Here, resistance in nontreated and B.
sphaericus-treated field populations of C. quinguefasciatus was assessed through bioassays as well as a specific
PCR assay designed to detect the cgm1 .. allele in individual larvae. Resistance ratios at 90% lethal concen-
tration, gathered through bioassays, were close to 1 and indicate that the selected populations had similar
levels of susceptibility to B. sphaericus, comparable to that of a laboratory colony. A diagnostic PCR assay
detected the cgml .. allele in all populations investigated, and its frequency in two nontreated areas was 0.006
and 0.003, while the frequency in the B. sphaericus-treated population was significantly higher. Values of 0.053
and 0.055 were detected for two distinct sets of samples, and homozygote resistant larvae were found.
Evaluation of Cqml expression in individual larvae through a-glocosidase assays corroborated the allelic
frequency revealed by PCR. The data from this study indicate that the cgml g, allele was present at a
detectable frequency in nontreated populations, while the higher frequency in samples from the treated area
is, perhaps, correlated with the exposure to B. sphaericus. This is the first report of the molecular detection of
a biolarvicide resistance allele in mosquito populations, and it confirms that the PCR-based approach is

suitable to track such alleles in target populations.

Bacillus sphaericus Neide is considered the most successtul
microbial larvicide to date for the control of mosquito species
from the Culex pipiens (Diptera: Culicidae) complex (20). B.
sphaericus biolarvicides commercially available are based on
highly toxic strains characterized by their ability to express the
binary (Bin) protoxin, a crystal protein produced in large
amounts during sporulation (7). This heterodimer is formed by
the BinA (42-kDa) and BinB (51-kDa) subunits that act in
synergy to produce larvicidal activity upon Culex larvae (3, 23).
The BinB subunit is responsible for the recognition and bind-
ing of the toxin to specific receptors on the midgut epithelium
surface, while BinA is primarily responsible for the toxic ef-
fects, but first the crystal has to be ingested by the larvae and
the protoxin must be processed into toxin by the midgut (7).
The Bin toxin receptor in C. pipiens (Cpml) and Culex quin-
quefasciatus (Cgml) is a 60-kDa a-glucosidase attached to the
epithelial cell membrane by a glycosylphosphatidylinositol an-
chor (9, 30, 31). The action of the Bin toxin on Culex larvae
relies on its specific binding to those membrane-bound recep-
tors (24). Disruption of the interaction between the toxin and
the midgut is the major mechanism underlying resistance, and
it has already been reported from different laboratory- or field-
selected colonies (25, 26, 27, 33). Unrelated mechanisms may

* Corresponding author. Mailing address: Department of Ento-
mology, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhies/ FIDCRUZ, Av.
Moraes Rego s/n, Cidade Universitiria, Recife-PE 50670-420, Bra-
zil. Phone: 55-81-21012553. Fax: 55-81-21012516. E-mail: mhneves
@ cpgam. fiocruz.br.
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also be involved in resistance, but they have not been charac-
terized so far (23, 27).

Molecular studies revealed that mutations in the genes cpm/
and cgmi, which prevent the production of functional mem-
brane-bound receptors, are the main reasons behind the lack
of binding of the Bin toxin to the midgut epithelium. Four
cpmlifcgml resistance alleles were found in Culex populations
of different origins. The cpmi ., allele, detected in a C. pipi-
ens laboratory-selected colony (GEO) from California, con-
tains a nonsense mutation leading to the synthesis of a trun-
cated protein lacking the glycosylphosphatidylinositol anchor
and is therefore not able to localize to the apical membrane of
the midgut epithelium (11, 38). A 19-nucleotide deletion in the
gene cgml, here named cgml g, was associated with the
resistance of a C. guinguefasciatus laboratory colony (CqRL1/
2362) originating from the city of Recife (Brazil), and this
mutation prevents the expression of Cqgm1 on the midgut brush
border membranes (28, 29, 30). Two alleles were found in the
C. pipiens BP population from France (8). The cpmigp allele
had a single nucleotide mutation that prevented the expression
of a membrane-bound protein, while the cpmi ge-del allele
involves transposon-mediated resistance and codes for a mu-
tant membrane-bound protein that is unable to interact with
the Bin toxin (10).

The elucidation of mutations conferring resistance to the
Bin toxin is essential for the development of molecular tools to
detect alleles containing such mutations in mosquito popula-
tions. The bioassay is the most widely used method to evaluate
insect susceptibility; however, when resistance alleles are re-
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FIG. 1. Culex quinquefusciatus samples were collected in three arcas of Pernambuco state, located in northeastern Brazil. Fazenda Nova is a
nontreated rural district located 180 km from the RMA; both the nontreated area of Peixinhos and the Bacillus sphaericus-treated area of Agua

Fria are located in the RMA.

cessively inherited, heterozygote larvae cannot be identified
and detection of resistant homozygotes is difficult. This is a
critical issue since the evolution of resistance in populations
subjected to selection pressure depends on the initial fre-
quency of resistance alleles. The development of diagnostic
PCR methods, or DNA-based kits, has opened new perspec-
tives in the molecular monitoring of resistance (14, 18, 36).

The Recife Metropolitan Area (RMA), located in the state
of Pernambuco in northeastern Brazil, has been subjected to a
vector control program to reduce C. guinguefasciatus density in
districts where filariasis is endemic (32). Among other control
measures, B. sphaericus-based larvicides have been used, and
one of the major concerns regarding their use as a microbial
larvicide is monitoring the susceptibility of populations under
selection. The cqml . allele was identified in a C. quingue-
fasciatus colony derived from the RMA (30), and it is believed
that this mutation may be present and subjected to B. sphaeri-
cus selection in field populations. Here we report the develop-
ment of a diagnostic PCR approach based on the detection of
cqmigee and its use to investigate the frequency of resistance
in nontreated and treated C. quinquefasciatus populations.

MATERIALS AND METHODS

Maosquito laboratory colonies. Three colonies were used in this study: CgSF is
a C. quinguefasciarus colony susceptible to B sphaevicus which was established
from egg rafts collected in districts located in the RMA: the CqRL/2362 colony
was derived from the CgSF colony by laboratory selection with B sphaericus
strain 2362 and displays a high level of resistance (=100.(00-fold) w this ento-
mopathogen (24): Recl is an Adedes aegypii colony established from egg samples
collected in the RMA. All colonies have been maintained in the insectarium of
the Centro de Pesquisas Aggeu Magalhies (CPgAM-FIOCRUZ), Brazil, for
more than 5 years. Larvae were reared in dechlorinated tap water and fed with
cat biscuits. The adults were fed on 10% sucrose solution, and females were also
fed with chicken blood. Insects were maintained at 26 = 1°C, 70% humidity, and
a photoperiod of 12 h of light and 12 h of darkness.

Cualex quing iafus field pop Three field populations from the state
of Pernambuco (Brazil ), two of them from a nontreated area and one from a 8.
spligericus-treated area, were investigated (Fig. 1). The nontreated areas were
Fazenda Nova, a rural district located 180 km from Recife, and Peixinhos,
located in the RMA. The treated area of Agua Fria is located in the RMA, 3 km
away from Peixinhos, and has been subjected o the Filarissis Control Program,
carried out by the municipality’s Department of Health (32). The vector control
subprogram includes the utilization, since 2003, of B. sphaericus-based larvicides
in Culex breeding sites mapped in that area. Previous analysis of Agua Fria larva
susceptibility to £ sphaevicus did not indicate the development of resistance (32)
(Table 1). Samples in Peixinhos and Agua Fria consisted of egg rafts collected
using oviposition traps (4) randomly placed in households within the two neigh-

TABLE 1. Toxicity of Bacillus sphaericus strain 2362 (standard powder SPHS88) against Culex quinguefasciatus fourth-instar larvae from
susceptible laboratory colony (CqSF), field populations of Fazenda Nova (FN) and Peixinhos (PX), and a B sphaeraus-treated
population of Agua Fria (AF)

o of o of LCy” LCyf”

. 0.0 0. 0

Colony* treatments larvae Mean (95% RR Mean (95% RRE

confidence interval) confidence interval)

CqgSF 0 2,580 0,003 (0.002-40.004) Lo 0.038 (0.021-0.114) 1.0

EN 0 1080 0.011 {0.005-0.028) 37 0.022 (0.015-0.072) 0.6

PX 0 1.020 0.012 (0.009-40.017) 4.0 0.025 (0.020-0.036) 0.6

AF 13 6l 0008 (0.004-0.013) 27 0.020 (0.015-0.036) 0.5
24 1.140 0.026 (0.015-0.030) 8.6 0.044 (0.035-0.067) 12

“ Field sampling was performed in December 2007 ( FN), May 2007 (PX), May 2005 (AF, 13 treatments). and April 2007 (AF, 24 treatments).
" Lethal concentrations (mgfliter) for 30% (LCgg) or 90% (LC,q) of larvae treated after 48 h.

¢ RR between the LC toward the field population studied and the LC toward the CgSF colony.

 Data for sampling after 13 treatments were obtained from the work of Silva-Filha et al. (32).
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borhoods. In Fazenda Nova, large samples of egg rafts and larvae were directly
collected from breeding sites. Between 50 and 300 egg rafts per population were
used to establish subcolonies that were maintained under laboratory conditions,
as described above. Larvae from F1 or F2 progenies were evaluated through
bioassays, and fourth-instar larva samples were stored at —T0°C for diagnostic
PCR and enzymatic analysis, as described in the following sections.

Bioassays, C. quinguefasciatus susceptibility 1o B, sphaeicus was analyzed
through bioassays using early fourth-instar larvae, according to standard proce-
dures (41). Larvae were exposed to serial dilutions of spore crystal lyophilized
standard powder from B. sphaericus 2362 (SPHSS; Pasteur Institute, France), for
48 h. Cups held 20 larvae in 10 ml of bacterial suspensions in water, and three
replicates were performed for the six concentrations tested per bioassay. A
control group, tested on water only, was run in each experiment, and the bioassay
was repeated at least three times. The mean lethal concentrations for 50%
(LC o) and 90% (LC,,) of exposed larvae during 48 h were estimated through
probit analysis using the program S5P55 1L for Windows, Resistance ratios
(RR) for each population analyzed were calculated by comparing their LC values
to that of the susceptible CqSF colony, used as a reference.

Diagnostic PCR. For DNA isolation, individual fourth-instar larvae were ho-
mogenized in DNAzol (Invitrogen, Carlsbad, CA), as recommended by the
manufacturer, followed by precipitation with ethanol and resuspension in Tris-
EDTA buffer. PCR wis performed using specific primers flanking the 19-nucle-
otide deletion in the cqml .. allele (37 primer, Cpg2F, 5"-COAGAATTCATG
CAG GAC TTC AAA GAG-3": 37 primer, Cpgl R, 5-GCA CTG CAG GGA
AGT GGT GGA AGG TAC-3"). The reactions were carried out with the
Platinum Tag DNA polymerase (lovitrogen) for 35 cycles with an annealing
temperature of 55°C, using a Biometra thermocycler (Goettingen, Germany).
Amplification products were separated in electrophoresis on 25% agarose gels.
Each assay included no-DNA samples and A, aegypri DNA a8 negative controls.
Selected PCR products were subjected to automatic sequencing to confirm the
identity of the fragments. The statistical analysis to compare the proportions of
cgnil g found in field populations was performed through the chi-square test
with significance at 5%, using the program R-2.6.2 (www.r-project.org).

a-Glucosidase (EC 3.2.1.20) assays. The a-glucosidase assay was performed
essentially as described previously (30). Individual larvae were homogenized in
phosphate-buffered saline buffer and solubilized in sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide sample buffer, lacking 2-mercaptoethanol, followed by electrophore-
sis on 8% acrylamide gels. The gels were then incubated three times for 15 min
ina 25% Triton X-1M aqueous solution, followed by incubation for 200 min at
3T7°C with a 10 mM sodium citrate-phosphate buffer, pH 6.5, containing 2 mM
4-methylumbelliferyl-c-p-glucoside (Sigma, St Louis, MO), under gentle agita-
tion. Catalytic bands, including the Cqm 1 a-glucosidase receptor, were visualized
under UV light. Samples of 150 to 500 larvae from each population were ana-
lyzed.

RESULTS

Selected field populations of C. gquinguefasciatus never ex-
posed to B. sphaericus, or samples from a treated area, were
first compared through bioassays to assess their susceptibilities
to this bacterium. The LCgs derived from the nontreated
populations of Fazenda Nova and Peixinhos were similar, pro-
ducing resistance ratios (RRs) for both populations, compared
to that of the susceptible laboratory colony CqSF, of equal to
or near 4. The RRs at LC,, for these populations were less
than 1, indicating that natural variations in susceptibility can be
found in field populations that have not been exposed to B.
sphaericus {Table 1). An initial evaluation of the treated pop-
ulation of Agua Fria, performed in a previous study, after 13
rounds of B. sphaericus treatment produced an RR value at
LC,, of 2.7 (32). Here, the evaluation performed after 24
treatments indicated an RR at LCs, close to 9 (Table 1).
Nevertheless, these larvae had RR values at LC,,, comparable
to those of the CgSF larvae at both times analyzed, indicating
that there were no statistical differences in susceptibility be-
tween the two populations, according to this parameter.

The identification of the cgmi . variation provided the
tools for the development of an approach to monitor the se-
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FIG. 2. DNA fragments amplified from the Culex guinguefaseiatus
cgmi and egml g alleles of susceptible and Bacillus sphaericus-resis-
tant larvae, respectively. The diagnostic PCR produces distinct profiles
for susceptible homozygote, resistant homozygote, and susceptible het-
erozygote larvae (lanes 1, 2, and 3, respectively). No fragments were
amplified from the samples with Aedes aegypti DNA or without DNA
(lanes 4 and 5, respectively). On the left, molecular size (M) markers
are shown in base pairs.

lection of resistance associated with this allele. A diagnostic
PCR procedure was devised which consisted of the amplifica-
tion of a DNA fragment encompassing the deleted segment.
This assay was first performed using larvae from the B. spha-
ericus-susceptible (CgSF) and -resistant (CqRL1/2362) colo-
nies, consisting of individuals homozygous for the cgmi and
cgml .. alleles, respectively, to evaluate its reliability. Using a
single pair of primers, two distinct fragments, of 208 and 189
bp, were amplified from the susceptible and the resistant al-
leles of the cgmi gene, respectively (Fig. 2, lanes 1 and 2).
Single fragments of the expected sizes were amplified from
DNA samples from each reference colony, and sequencing of
selected samples confirmed their identity as products of the
cgml gene. Amplification of both fragments was observed in
heterozygote larvae, obtained from the cross between suscep-
tible and resistant individuals from these colonies (Fig. 2, lane
3), and no fragments were amplified in samples with 4. aegypri
DNA or those without DNA, used as negative controls (Fig. 2,
lanes 4 and 5).

A second approach to evaluate the susceptibility of individ-
ual C. quinquefasciatus larvae to B. sphaericus was performed
using an in-gel a-glucosidase assay. Susceptible larvae from the
CgSF colony showed a reproducible profile of four catalytic
bands, and the Cgm1 oa-glucosidase migrated with an apparent
molecular mass of 83 kDa, under semidenaturing conditions
(Fig. 3, S). Resistant larvae from the CqRL1/2362 colony,
which are homozygotes for the cgm/ gz~ allele, were charac-
terized by the lack of the catalytic band corresponding to Cgml
(Fig. 3, R). Analysis of individual larva samples, using different
body parts for both PCR and a-glucosidase assays, confirmed
the correlation between genotype and phenotype (data not
shown).

Both the PCR and the a-glucosidase assays were then used
to investigate individual larvae from the populations tested
with the bioassays. Using PCR, the cgml - resistance allele
was detected in samples from all field populations analyzed. In
Fazenda Nova, an area without a previous history of B. spha-
ericus utilization, three larvae out of 504 analyzed were het-
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83 kDa—

FIG. 3. Analysis of a-glucosidases from susceptible (8) and Bacillus
sphaericus-resistant (R) Culex guinguefaseiatus larvae. In-gel assays
were performed using crude extracts from individual larvae. Samples
were separated by 8% semidenaturing sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide gel electrophoresis and submitted to enzymatic detection.
Catalytic bands were visualized under a UV transilluminator, and the
arrow indicates the 83-kDa band corresponding to the Cqml a-gluco-
sidase.

erozygotes for cgml pee and its frequency was 0.0029 (Table
2). The frequency in the nontreated population of Peixinhos
was (.0061 based on the detection of six heterozygote individ-
uals among 492 larvae analyzed. This frequency, although not
significantly different from that observed in the Fazenda Nova
sample, showed a twofold increase (Table 2). All larvae tested
from the two nontreated populations displayed expression of
Cgml, as observed by the in-gel a-glucosidase assay, and this
finding was in agreement with the PCR screening data with no
homozygotes for the cqmi .. allele (Table 2).

Screening of the treated area from Agua Fria revealed a
different scenario, and the cqm Iz frequency was significantly
higher than those found in nontreated populations. In samples
collected after 13 treatments with B. sphaericus, the frequency
was (1053, and within 499 larvae tested both heterozygote and
homozygote larvae for cgml g were found (Table 2). After
24 treatments, 16 heterozygotes and one homozygote larva for
this allele were detected within 162 individuals and the fre-
quency remained high (Table 2). Sequencing of selected frag-
ments of both sizes confirmed their identity and assured us of
the reliability of the PCR assay. With respect to the Cgml
expression, larvae lacking expression of Cgm1 were detected in
both evaluations performed and confirmed the presence of
resistant larvae in that population, as indicated by the allelic
frequency (Table 2).
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DISCUSSION

The detection of the cgm iy, allele within C. quinguefas-
ciatus populations from the state of Pernambuco, Brazil, con-
stitutes the first report of an allele conferring resistance to
biolarvicides in mosquito field populations, assessed through a
DNA screening procedure. This assay showed that the same
resistance-inducing allele is present in populations without a
previous history of B. sphaericus exposure, Fazenda Nova and
Peixinhos, although at this stage it is possible that the
slightly higher cgml g frequency detected in Peixinhos
could result from indirect exposure to B. sphaericus, favored
by the proximity with the treated area of Agua Fria. The
PCR-based approach also demonstrated that the frequency
of the cgmlyee allele in the treated area of Agua Fria was
higher than that in the nontreated populations. This was fur-
ther corroborated by the presence in Agua Fria of individual
resistant larvae, homozygotes for the cgm/ g allele and not
expressing the Cqm1 a-glucosidade.

Resistance genes of lepidopteran and coleopteran popula-
tions exposed to Bacillus thuringiensis spraying or to Bt-trans-
genic crops have been investigated, and the frequency ranges
from 1077 to 107" (1, 2, 5, 6, 14, 16, 19, 35, 36). Global
monitoring data on resistance have shown that the frequency
of resistance alleles has not increased in pest insects from Bt
crop areas, and it is likely that the high-dose refuge strategy has
contributed to delaying resistance (21, 34). Most studies used
the F2 screen to estimate the frequency of resistance alleles,
which is a method based on the bioassay of F2 neonates ob-
tained from isofemale lineages. Recently the first DNA screen-
ing for mutants of the cadherin gene associated with Bt cotton
resistance of the pink bollworm Pectinophora gossypiela (Lep-
idoptera: Gelechiidae) was performed, but those alleles were
not present in a sample of 5,571 insects from Arizona (36). A
similar sereening of a retrotransposon insertion in the cadherin
gene (HevCalP) associated with B. thuringiensis resistance of
the lepidopteran Heliothis virescens did not detect this insertion
among 7,000 individuals, and its frequency was estimated to be
7 1077 (13, 14). The cqgml .- allele analyzed in this study
was successfully detected through PCR screening in a C. quin-
quefasciatus population without a record of B. sphaericus ex-
posure and geographically isolated from those populations that
have been exposed, with a frequency of 3 % 10™%. This finding
is in agreement with the previous evidence that genes for
resistance to bacterial toxins can be present at detectable fre-
quencies in nontreated populations (12). For instance, the

TABLE 2. Frequencies of cqmlfegmi gee alleles and expression of the Cgml receptor in Culer quinguefasciatus larvae from nontreated
populations of Fazenda Nova (FN) and Peixinhos (PX) and the Bacillus sphaericus-treated population of Agua Fria (AF)

MNo. of larvae with cqmi genotype

Mo, of larvae and Cqml

Calony No. af cqit I pe expression status
treatments frequency
Total cord fegmi cotHegm { pee ciim] peclogm ] pee Total Positive Negative
EN 0 504 50 3 0.0029 507 507 1]
PX 0 492 486 L] 0 00061 374 374 0
AF 13 499 452 41 6 0053 325 323 2
24 162 145 16 1 0.055 162 161 1

“ Genotypes for the egml gene and the Cqm 1 expression profile were determined by diagnostic PCR and in-gel a-glucosidase assays, respectively.
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frequency of an allele conferring resistance to Bt poplars in
Chrysomela tremulae (Coleoptera: Chrysomelidae) populations
that have been not exposed to widespread use of B. thuringien-
sis ranged from 0.011 to 0.0037 (15, 37). A recent work also
detected mutations associated with malathion resistance in
specimens of the fly Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae),
collected between 1930 and 1949, before the introduction of
this insecticide in 1950 (17). The cgml ., frequencies in Agua
Fria samples collected after 13 and 24 treatments were similar,
despite additional treatments performed on the second sample
and the fact that the bioassay data showed that the RR values
at LCq shifted from 2.7 to 8.4 between the two samples. In this
particular case, the RR values do not seem to ensure the
increase of selection pressure or indicate resistance, since a
previous study of Agua Fria has shown similar variations in this
parameter (2.7, 7.3, and 4.7), despite the progressively higher
numbers of treatments performed (32). It is then possible that
the selection pressure has not actually increased during the
interval between the collection of the 13- and 24-treatment
samples, perhaps due to other factors which can also influence
the efficiency of this process, such as the coverage of treatment
cycles, updating of new breeding sites, mosguito density, and
climatic and other environmental factors. Nevertheless, our
approach was not designed to directly evaluate the effect of B.
sphaericus treatment upon the frequency of the cgmiye- al-
lele, since samples of the Agua Fria population before and
after treatment were not available. At this stage it is not pos-
sible to infer if the higher frequency observed for the egm
allele in the treated population is a response to treatment or a
reflection of natural variations between different mosquito
populations,

Novel approaches are needed to provide information for the
management of resistance to bacterial toxins. The knowledge
of the initial frequency of resistance alleles in field populations,
particularly for those that are inherited recessively, is essential
to establish strategies to delay resistance (14, 36, 37). In such
cases, heterozygous individuals that emerge gradually in the
population under selection cannot be identified by bioassays
and resistance allele frequency can increase without being de-
tected. Bioassays are further limited in that they demand large
sample size and maintenance of F1 or F2 progenies in the
laboratory and assays should be performed under specific con-
ditions to provide reliable data. In the context of Culex resis-
tance to B. sphaericus, the improvement in DNA screening is
needed to track other resistance alleles already described (10,
11), since the PCR used in the study is specific for the egm/ g
allele. The o-glucosidade in-gel assay can also be useful to
detect individuals not expressing Cgm1 whose resistance can
be associated with alleles other than cgml -, although this
assay is able to detect only homozygous resistant larvae. Both
methodologies, despite some limitations, proved to be suitable
to screen for B, sphaericus resistance, and its association with
diagnostic bioassays can increase the ability to detect the fre-
quency of resistant individuals.

Bin toxin constitutes an important resource from the arsenal
of environmentally safe insecticidal molecules available. Selec-
tion of resistance can be largely minimized through the coor-
dinated use of Bin toxin with other insecticidal proteins, in
mixtures or in rotation, in the scope of integrated control
programs (22, 39, 40). Monitoring of population susceptibility,

APPL. ENVIRON. MICROBIOL.

particularly focusing on the frequency of resistance alleles, is
essential, and this study demonstrates the effectiveness of mo-
lecular tools to determine such frequency in Culex natural
populations,
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L ntroduction

Badllis sphoericus Meide & the most swccesful microbdal
larvicide for controlling species from the Culex piplens comples
(Diptera: Culicidae | s insecticidal action is die 1o the binary
[Bin) protaxdn which is an betemdimer formed by BinA [(42-kDa)
and BinB | 51-kDa) subomnits, prodsced as crystalline imclusions
during bacterial sponlation [Lacey, 2007 L For its action, crystals
have o be ingested by larvae, solubilized in alkaline intestinal
pH, followed by cleavage of BinA and BinB into active oompo-
ments, by serine-prodesses (Raumann et al, 1985; Broadwell and
Baumann, 19871 Action of Bin toxin on Cules quinguefsciarus
larvae depersds on the recogn ition and binding of Bink subunit to
specific receptors named Cqml, which are 6-kDa a- glecosidases
located on the apical membrane of midgut epithelium cells by
a glycosylphosphatidylinositel (1) anchor (Siva-Filla et al,
1999; Romdo e ol 2006) Toxin binding to Cqml receplors is
followed by major cytopathological efects on the epithelium,
and it i likely the tosin is able to form pores on call membrane,
although larval desth occurs by mechanisms that are stll

* Coarespon ding authed. Tl + 5 21 2I012553; foc 455 51 20012596
E-mardl arfress: e sSopgam. fieonuz br (MHML Siva-Rilla |

0955 IT4E5 ~ s front mamer & 7000 Eleesber Ll AN rights ressned
o 1 L S, e 200 DL D

unkmown (Charles, 1987, Singh and Gill, 1988, Schwarz et al.,
2001; de Melo et al, 2D08]

Availability of Cqgm1 recepiors on the midgut & crecial for
larvicidal action of Bin tein and itsalterat ion, or sbsence, can laad
o high levels of B. sphaericus resistance (Mielen-Lerowx et al.,
1995, Darboux ef al, 2002, Oliveira e al, 2004, Romio et al.,
20061 Four alleles of the recsptor gene were found o display
Ll ions which prevent the production of functional me mia ne-
bound proteins and, therefore, binding of Bin wxin w midgur
i theliwm | Darboux et al_, 2002, 2007; Romdo et al_, 2006 One of
thise alleles, named ogin leec oonfers Bin tosin resisance in two
. quinguefisianes oolonies, CRL12362 and CqRL2[IABSS, onigi-
mated from Recile Metmopolitan Area (RMA) in Brazil and labors-
lory-selected with B iphaericus strains 2362 and 1ABSS,
respectively (Pai ot al, 2002; Amarim et al, 2007). Resistance in
these colomies 5 msociated o the cgmigs allele in bomozygosis
that provokes the absence of Cgmla-glucosidases on midgut
muicravilli (R omioet al., A006) This allele contains a deletion of 19
nucleotides from 1257 to 1275, in the open reading frame of 1740
Ipase pairs, wihich origin ates a premat ure stop oodon. The resulting
sequence enddes a trencated 437 amino acids protein wnable o
localize on the midgut due to the lack of GM-anchor, instead of
a 580 amind acids GPl-anchored protein (Dliveira et al., 2004,
Silva-Filla et al, 2004; Romdo et al., 2006] Knowledge on the
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mplecilar mechanism that underlies resistance on those colomies
allowed the mssessment of larvee genotype forcgiml and cginl e
alleles, besides the expression of Cqm receptor in larvae thmough
it gel a-plucoddade asays (Romio et al, 2006 Chalegre et 4.,
20091 CqRL2/IARSE colony ako displays resistance to the two-
component Ledin CrydBALCHMSAL which is olher insecticidal
factor produced by strain IABSS, whose resistance has not been
elucidated yet (Jones et al., 2007, 200E).

Development of strategies for resistance management de pends
on the knowladge of mechanisms and assessment of factors that
promote susceptibility recovery. In models whose resistance &
recessively inhented, intmdiuction of susceptible individuals &
& factor that can reduce redsant genotypes in population (Rowesh,
1953 ). Imtermuption of selection pressure can also didavor such
alleles due to biskgical fitness costs and evolution of resistance
depends an the capacity of r alleles to be maintained in the pop-
il ation { Gassrnann et aL, 2009). The main goal of this study was 1o
evaluate B sphaercus resistance stability in two C quinguefiscians
cokomies submined o the intrmduction of swsce prible individials in
the absence of selection presure, under laboratory conditions.
Colonies were sssessed by susceptibility assams a5 well as by
iochsemical amd PCR Tools, that wene deve loped based on malec-
ular dharacterization of resistance previody described (Rom3o
el al_ 7006; Chalegre et al, ANdL

2. Materials and metlods
21 Mosgudo colondes

Five . quiniguefiscianus relerence b boratory colomies were wed
in this study: CgSF a susceptible colony used for fitness cost
msessment; VR and PX susceptible colonies onginated from Vara-
douro and Peikinhos districts of RMA, respectively: CqRL1 /2362,
Isere named R2I6Z, & highly B sploencus resistant colony originatad
from CqsF and laboratorny-selected with strain 2362 (Pei et al,
2002 CqRLZMARSS, here named RIAE, 2 highly B sphaerics
resistant colory originated from CqSF and labora tory-selected with
sirain JABS (Amorim e al, 2007). Resistant oolomes huve been
subjecied to B. sphaericus exposure for 48 b during laval stage, at
intervals of fve generations, for asuring the maintenance of the
Tigh level of resistan ce. An Asdes aegypt colony (Rec-L) was used 1o
obstain DMA control samples for PCR assays All colonies e been
i niLaimed in e insectansm of Centra de Pesquiss Agreu Mag-
AlhhesFIOCRUE (Brazil), &5 previously described [ Pei et al, 2002,
Beltrdio and Silva-Fillha, 20071

22 C guifigie it reversal colaiies

Two colonies were estabiished 1o investigate the effects of the
intrdiction of susceptible individuals inthe sbsence of selection
presamre. Rev2 362 colomy was obtained from the cross of anund
TO0 insdividizals from VR and K2362 at a 19 ratio compnsng an
edqual proportion of females and males from each parental colemy
RevlAE oolony was established from the coss of around 1300
individueals from PX oand RIAE af & 11 rato, wnder the wame
conditions. Each generation wis composed by at leaxst 10000 15t
instar larvae that wene reared o adulis. Rev2362 and RevlAB
cobomies were maintained in the insectanum, i described above,
during 16 and 11 generations, respectively, without selection
presamre Rev2 362 was first established and analyeed only though
bipassays while ReviAR mlony was evaliwated by three appraaches
1o oliain more complete data. Bioassans were performed wsing
larv e from the generations tat were svailible from eads expen-
mental ser

23 FiDwess oSl a8 st imeiil

Feamdity, ferdlity and pupal weight of ressant RIAE and
susceptille CgSF colony were compared Eggs rafts were collecied
and larvae werereaned without B sphaencuse sposure. Batches of egg
rafts fiom the first gonsdorophic cyde laed by the kmalks wee
oollecied randomly and fecundity was determined a3 the mean
mumberof eggs per raft, using 44 egg rafis per colony. Eadh eggraft
wis placed individually in water for hatching and fertlity was
dhestermived a5 the meaan member of 151 instar larae hatched peregg
raft, unt] 48 hafter the oviposition. Larvee were reared antil pups-
o and the lemid weight was measered in 10 and 20 pools of 25
Iivireg females and males pupase, respectively. Differences between
e Jver e were determined by Student -4 with P > 005,

24 Mulrple concenmrarion biaassays

C guinguefisciong suseeptibility to B sphaericus 2362 was
analyzed through multiple @ncentration bioassays using early 4th
inestar larvae, according to the standard procedure (WHO, 19851 A
Inatch of hurid biomass from B sphoerian 2362 (ample 0448/09)
stored at 20 °C, kindly provided by NECTAR-Bioticom (Recile,
Brazil), was used. Each sssay was performed wsing at least thiee
e plicates of groups of 20 larvae placed in 100 mi of distilled water
i reciplents treated with serial dilutions of the bacterial suspen-
SHS COMPrising six concentrations, besides a contml group teded
o water only. Each bioa sy was repeated at least three times and
ithe mean lethal concentrat ions of B, sphaericus 2362 for 50% (Lsa)
exposed larvae during 48 b, were estimated through Prolit asalysis
g e program SPSS W00 fer Windows. Resistance ratios (RE)
Isetween the LC valees 1o larvae fom i susceptible colomy, used x5
a melerence, and the LC walies to larvae from a sample wnder
analysis were determined.

25 Diagnostic dose biogsays

Assiys were perfomed to discriminate susceptible and highly
redstant individials based on te axposure of individial 4h instar
larvae 1o & diagnostic concentration. Larvae were eated with
125 mg/L a concent ration 1000-ixld higher than the Ly, towards
CiSF sumsce prible larvae, in a final volwme of 2 ml of distilled water
using Zd-well plates. An sverage number of 240 treated lirae and
24 non-treated larvaee were run in each assay and monality was
recorded after 48 h exposure. Replicates of bioassay were done in
different dates

15 s-Glcosidme n gel asays

Enzymatic ssays were performed as previowsly descrilsed by
Fomdo of 4l (2006). Individual larvae were homaogenized in PBS
Iufler and solubilized in SD5-PAGE sample buffer, without 2-f
verca ploe thanal and were mot subjected to bodling. Samples were
separated in B SDS-PAGE gels and submitted 1o a-glscosidase (EC
3.2.120) detection wsing the substrate 4-methylumbel lifery] z-o-
gleooside (Sigma, 5. Lowis, MO, USA ] Catalytic bamnds wene vsi-
alized wnder UV light and ssceptible larae were charad enzad by
the presence of a 83-kDa catalytic band corresponding to the
Cgmla-glucosidase while B sphaercus resistant larvae, whise
resdstance & assockated with the ogmlger allele, did not display this
band (Romda et al_, 2006)

27 PR for the aqymlgc allele

DNA waxs bolited from individial 4th irstr lavee using
DHAzal™ (Irvitregen, Carlshad, CA, USA), as recommended by the
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mamslacturer, followed by precipitation with ethansl and resus-
persion in 50 ul of TE® bufler (Imvitogen). POR was performed
usineg specific primers flanking the 1S-nucleotide deletion in the
cgin s allele, designed to amplily fragments of 208 and 189 base
pairs (bp) from the egml and egm g alleles respectively, as
described (Chalegre e al., 20090 Amplification products wene
separated on 2.5% agarse gels an d visualized under UV, Each assay
inclusded samples without DNA and with Ae. aegypr DNA template,
&5 negative contols.

3. Resulis
11 Biological firess af resdsnant RIAR coloy

Bislogical performance of resistant RIAR individieals regarding
fecundity, Emility and pupal weight was compared 1o asce plikle
CqSF, before the establishme nt of Rev]AB reversal colomy. Fecundiny
of RIAR dwwed a discrele rediction with an serage nomber of
1665 egm per raft against 1708 of CgEF colony, however, this
difference was nol statistically significant (Tabde 10 All egg rafts
prodisced by reststant females were vialle, indicating successful
Tl g among individuak, and fertility was simil ar 1o CqSFwith an
average of TED 14 instar larvae per raft (Table 10 Pupal weaight
showed dmilar sverage 0.04 and 007 g per poel of 25 males and
fernales, respectively (Table 1). RIAB individuals had no belogical
disadvantages compared toCgSF, considering e parameters heme
analyzed.

32 Suseepribility ta B sphagriai

Rev2362 and RevIAE reversal oolonies, maintxined without
selection presure, weme monitored fr B sphoerdas 2362 asoep-
bty by multiple concentration boassays. Bvaluation of those
parental oolomies @nfirmed the high resistance of F2362
(RR = 29000 fold ) and RIAE (ER = 2000 fold) colonies, compared
o the suceplible omes (Table 21 LCy, towands the progenies
showed a decrease, and RR for RevIABE larvae from F7 and F3 Gl
davwn 1o 3-fokl, while RR fr Rev2362 larvae from F3 and F6 wene
Iower, however itdid not deow the same level of redisction (Table 2]
It & impOrrant o point out that the increxe of L0 towards FE
progeny compared to F3, seemed to be due 1o the et enoge neos
compasition of amceptible and resiktant larvae in samples, wihich
wirs confirmed by the subsagquent analysis.

Diagnostic Woassay determined the frequency of susoeplible
and resitant larvae in samples. Parental colomies of Rev2362
showed the expected profile (Table 3) and status of susceptilling of
VE colony was determined by PCR screening which showed that
9988 of larae from this sample displayed susceptible homozy s
genotype (data not shownl Frequency of resistant larvae in
Rev2I62 was 079 in Fhand remained lhigh, with vanations, wmtil

Tabie 1
Fecundivg, fergliny and pupal weight of Qe gulnguafasciess fram J suscepabls
(Cg5F) and a Barilles sphae o nestsmnt ooy (RIAE)

Codorry Facundity Ergsiralt Ferslivy st iemr  Pupal weight (1
Larvasjraft P

L} X DP N X+ DP Xx P X+DP

CgF 7514 1ME+IT4 7108 K614 +303 0044 £003 007 + Q007
RIAE 7328 1654295 026 0.7 +303 0043 + 003 007 + Q005
P 048 oy ] ols ox

* Weight wa s Seranmmined in pooks of 25 pupa, 20 and 10/pools wene an iy for
mnales ained fem ales pupa e, negpectvely.

bp = 005 de mean o each parameer k& not sipnificandy different, for Sadent's
[

Tabile 2
Teovicity of Bacilees sphmerices TIE2 2 inet Culex. quaugen fsciares 4h intar Larvas
from susceptink: cobonies (VR, M), Baciles shaerics restatant cobonis (RBEL
RIAR) and S progenies (F] Bom the crocses b taen VR » FI3E2 (RevI353 and
X - RIAR [RevIAR) indisdual 2 19 and 171 rases, repeiey.

Colony  Samples Mo Moo L0y (Fidudd w"

Redi3a  Pamnml VR 10 CLOIA (000 1-0023) 1

3
Pamntl 2353 3 [e o] 400 [MIF) BB5TI
] 3 [e o] 05 (A13-121) 43
F& 3 120 270 [ Lo4-1855) 154
EedlAE  PamnmlPX 3 140 Q032 (Q015-0u06s) 1
FamrmlEsE 2 5D 2800 (&H1-5855) 778
Fr 2 e Q0SS (003-0Z) 3
Fa 2 & QST (003-00) 3

* Ledhall concenirations (mg L) for S0% of Larvae after 45 h exposare:

hnﬁﬂl‘ﬂl’l"ﬂmﬂtl{ﬂ Dowanks the succepable and the nedkcrant
cidonies

© Mot deminmined.

e last evalwation in FI6 that was 0U86 (Table 31 PX and EIAE
parental alonies of RevIABR displayed 100 and 4% morality,
respectively, o expected. Frequency of resistant larvae in RevIAB
progeny varied between 045 and 0055, throwghout fve generations
analyzed wntil the F11 (Table 3).

33, Analys of Cginla-glicosidase and ogin Tes allele

Ressance of RevIAE colony was ako analyzed through the
expression of Cqmle-glucoddase and detection of agmn leee allele
that were performmed in individial lirvae by i gel eneymatic s
(Fig 1A) and specific PCR(Fig. 1B), respectively. All 374 larvae from
PX sisceptible parental colony showed 3 catalyiic band come-
sponding to Cgm 1w lile this band was absent in 975 of RLAB Larvae
[Tale 41 In all geperations analyzed, frequency of individials
lacking the Cqm catalytic band varied between 047 and D58,
excepl in F3 whose frequency was higher (Table 4) Data from
diagnostic bioassay and a-glucsidase asay were comelsted and
indicated that, despite some variations each generation from
RevlAR colony was compised of arpund S0 of resistant larvae
(Table 3) lacking Cqm receptor (Table 4).

Tk 3

Fraguency of Barille: solarmne sowepuble (5) and resmnn () Culew quingus-
fsrimies th instar Lana e deenmined Shrough diagoosiic dese bhicaeays in samples
o sursoeptible colonies | VR, FX], restatant cdlanies (RX352, RIAR) and fhe pogenies
(Fh desfvad from e oroses o VR = FZI62 (Redd362) and FX = FIAB (RewlAB)
nediwiduals ar 19 and 121 s, respaiahy

ooty Samples Mo Larae B sphaices
suscepTiiliny
po-1:19
5 B
Resl352 VE [ HD HD
F13E2 240 ool 059
& 1175 0zl 079
Fi 1032 o1z 0
FI3 1248 o7 0
Fis 1008 o14 085
RelAE FX TH 1 0
RIAR 578 004 095
F3 a4 045 055
5 817 054 045
T ] 053 04T
Fa 657 050 050
Fll 575 055 045

x ot e ined by diagnoatc bioseway AR oo rhe cges by allele showed thar
SAEY of Luva e displayed susosptinl homosygras genaiype (dam not shown)
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Fig. 1. Analysis of Culex quinguefascatis susceptibility to Bacillus sphaericus, by molecular assays. A In gel a-glucsidase (EC 321.20) assay using crude extracts of individual lirva
separated in semi-denaturing 8% SDS-PAGE and submitted to detection with 2 mM 4-methylumbelliferyl a-o-gluoside, Catalytic bands were visuahzed under UV, arrow indicates
the Cgmla-glhcosidase (83-kDa) present in susceptible larvae (S) and absent in resistant larvae (R). B DNA fragments in base pairs (pb) amplified from the ggm1 (208 bp) and
i 1 ger (189 bp) alleles from homozygous susceptible {lanes 5, 6) and B. sphaericus resistant larvae (lanes 2, 3, 7), respectively. Heterozy gous larvae showed both fragments (lanes
1,4} No fragments were amplified from Aedes aegypri DNA (lane 8) or without DNA (lane 9). Molecular weight markers (M) in pb.

Screening of the cgmilggc resistance allele showed that the
majority of larvae from PX and RIAB parental colonies were homo-
zygous for cgml and cgmiggec alleles, respectively (Fig 2). RevIAB
progenies showed a frequency of resistant larvae between 0.47 and
0.58, throughout six generations between F1 and F11, except for F3
that showed a higher frequency similarly to Cqm1 evaluation
described above (Table 4). Heterozygous for cqm1gec accounted for
the majority of susceptible individuals recorded in all generations
(Fig. 2, Table 4). Frequency of cgm1gec declined from 0.99 in parental
RIAB to 0.70 in F1 and was stable throughout the generations until
F11, when the frequency was similar to F1 (Table 4). PCR and
a-glycosidase assays of RevRIAB progenies were performed using
body parts from the same larvae and correlation between genotype
for cgm1 locus and phenotype of Cgm1 expression was 82%. Most of
inconsistencies were larvae with resistant genotype and presence of
Cgm1 catalytic band, while the minority was heterozygous larvae
that lacked Cgm1 band (data not shown). Those samples were not
included in Table 4 and will be further investigated.

4. Discussion

High level of B. sphaericus resistance of C. quinquefasciatus larvae
from RIAB colony was not associated with biological disadvantages
in terms of fecundity, fertility and pupal weight, which is in
agreement with a previous evaluation of the R2362 resistant colony
which did not displayed fecundity and fertility costs (Oliveiraetal,
2003). However, R2362 colony displayed an increased pre-imaginal
developmental time suggesting that other parameters should be
investigated in order to provide a broader view of the biological

Table 4

Analysis of Culex quinguefasciatus 4th instar larvae regarding detecion of the
a-glucosidase Cqm1 and genotypes for cgm1jqmi gee alleles perdformed by in gel
enzymatic assays and specific PCE, respectively. Individual Larvae samples were from
a susceptible (PX) wmlony, a B sphoericus resistant (RIAB) colony and the progeny
(F1=F11} derived from the doss between individuals from these colonies at 1:1
ratio.

Samples Cqml expression  cgml genotypes
N + - N cqml  eqml mmlgc  Frequency
cgml ogmlpgee mlgec  cgmilgec

BX L [1] 492° 486 i3 [1] 0.0061
RlAB 287 003 097 106 o 1 105 099

F1 158 053 047 159 10 75 74 0370

F3 145 032 068 149 9 38 [1] 0.81

Fa 144 044 056 144 19 4 81 073

F7 152 049 051 152 9 4% I 0.66

3] 128 042 058 128 14 40 74 073

F11 142 D44 056 142 13 50 ™ 073

# Data from Chalegre et al. (20049).

performance of those colonies (Oliveira et al., 2003 ). Most cases of
insect resistance have been associated to biological costs and such
disadvantages may have implications for the successful establish-
ment of resistant populations, a factor countering for field resis-
tance selection (Janmaat and Myers, 2003; Berticat et al., 2004;
Bourguet et al., 2004; Anilkumar et al, 2008; Gassmann et al,
2009). Although the biological cost of Culex resistance to Bin
toxin has not been fully evaluated, data obtained in this study,
associated with successful maintenance of this colony under labo-
ratory conditions, strongly suggest that RIAB colony does not
exhibit critical disadvantages, differently from most resistance
cases recorded in the literature (Rodcharoen and Mulla, 1997;
Amorim etal.,2007; Anilkumar et al, 2008; Gassmann et al., 2009).

Reversal colonies obtained from crosses among resistant and
susceptible individuals were first analyzed regarding their in vivo
susceptibility. Bioassays of Rev2362 progeny indicated the persis-
tence of resistant individuals introduced at 1:9 ratio and led to the
investigation of ReviAB colony which had a higher proportion of
susceptible individuals (1:1) and was analyzed through biochem-
ical and PCR assays, which provided a detailed view of resistance
stability initially detected in Rev2362.

Multiple concentration bioassays showed a sharp reduction of
B. sphaericus LCsy towards progenies of both reversal colonies, which
was a direct effect provoked by the introduction of susceptible indi-
viduals and the recessive inheritance of cgmIgg-allele (Oliveira etal.,
2004; Amorim et al., 2007). Higher decrease of the RR towards the
ReviAB progenies is likely to be due to the presence of around 50% of
susceptible individuals in samples, while this was observed in lesser
extend in Rev2362 since frequency of resistant individuals in these
progenies was much higher, as shown by diagnostic bioassays.
Nevertheless evaluation of resistance based on values of lethal
concentrations showed limitatons due to the heterogeneous
composition of larvae in the reversal colonies and did not represent
with accuracy the susceptibility status, compared to data obtained
from homogeneous parental colonies. Diagnostic bioassays were
performed to overcome this constraint, and, conversely, it not only
discriminated susceptible and resistant larvae but also demonstrated
that frequency of resistant individuals has not decreased along the
generations analyzed, in despite of the introduction of susceptible
individuals at 1:9 or 1:1 ratios in Rev2362 and RevIAB colonies,
respectively. This biassay was suitable for screening resistant indi-
viduals in samples, whose presence could not be directly detected by
multiple concentrations assays and it is an important tool for moni-
toring B. sphaericus resistance since alleles already studied in this
model showed to be recessively inherited (Nielsen-LeRoux et al,
2002; Oliveira et al., 2004; Amorim et al, 2007).

Frequency of Cgmi-lacking larvae throughout progenies of
RevIAB colony was correlated with that of resistant individuals
detected by diagnostic bioassays. In gel z-glucosidase assays canbe
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Fig. 2 Genotype frequency for cgm] and egmige alleles in Culex quinguefoscdotus larvae from a susceptible (PX) colony, a Beallus sphaedous resistant (RIAB) colony and a progeny

(F1=F11 ) dernved from the cross among individuals from these colonies at 1:1 ratio.

a suitable tool to evaluate the involvement of receptor alteration,
which is an important mechanism of resistance reported to insec-
ticidal toxins from entomopathogenic bacteria and in particular to
B. sphaericus (Darboux et al., 2002, 2007; Ferré and Van Rie, 2002;
Romdo et al, 2006; Heckel et al, 2007). The limitation of this
method regarding the detection of heterozygous larvae was over-
come by the PCR screening of cgm1gecallele. Specific PCR revealed
genotypes and frequency of cqgmigg: allele, which is an issue of
particular relevance since early detection of such alleles is essential
to introduce management strategies aiming to avoid evolution of
selection process (Roush, 1993; Tabashnik et al, 2000; Nielsen-
LeRoux et al,, 2002; Génissel et al, 2003; Wenes et al,, 2006).

In our study, cgmlgg- frequency dropped from 099 in RIAB
parental colony to 0.70 in F1, which was a direct effect of the
introduction of susceptible individuals, and it remained stable
throughout 11 generations, carried by heterozygous and resistant
homozygous larvae. The cgmipee allele was not disfavored in the
absence of selection pressure, unlike other studies in which resis-
tance alleles have their frequency reduced, mainly due to biological
costs (Tabashnik et al,, 1994; Bourguet et al., 2004; Wilson et al,
2007; Anilkumar et al, 2008; Gassmann et al, 2009; Hardstone
et al., 2009). Frequency of resistance allele was demonstrated by
specific PCR which is an advantage over studies whose frequency
have been indirectly estimated (Gassmann et al., 2009; Hardstone
et al., 2009 ).

Absence of biological costs of RIAB resistant individuals towards
three parameters here analyzed also corroborates the persistence
of cqgmigee allele in RevIAB colony. In gel a-glucosidade profile
showed other catalytic bands in larvae and it is likely that lack of
Cgm1 could not be critical due to the redundancy of molecules
involved in this physiological function. A previous work showed
that total #-glucosidase activity in samples of susceptible and
resistant R2362 C. quinguefasciatus larvae were similar suggesting
that Cgm1 absence could be compensated by other #-glucosidases
(Romdo et al, 2006). This finding reinforce the hypothesis that
some resistance alleles may occur and can be maintained in pop-
ulation as balanced polymor phisms since selection, for and against
the allele, would be equal (Ffrench-Constant, 2007). Such alleles
would not be necessarily associated with crucial adverse effectson
biological performance and this model seems different from those
based on the premise that resistance alleles have fitness cost and
the population tends to revert to susceptibility in the absence of
selection (Roush and McKenzie, 1987: Gassmann et al, 2009).
A previous screening showed the cgmige allele at detectable
frequency in a field population of C. quinguefasciatus with no
history of B. sphaericus and geographically isolated from treated
areas (Chalegre et al, 2009). The present study demonstrated that
the cqm1ggc allele can remain in the absence of selection pressure,

if no appropriate strategies for the reduction of its frequency are
introduced. Further characterization of mechanisms and molecules
involved in resistance isessential for developing diagnostic tools to
prevent the progression of resistance.
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Novel Mutations Associated with Resistance to Bacillus sphaericus in a
Polymorphic Region of the Culex quinquefasciatus cqml Gene

Karlos Diogo de Melo Chalegre,® Tatiany Patricia Romao,* Daniella Aliny Tavares,® Eloina Mendonca Santos,? Ligia Maria Ferreira,?
Claudia Maria Fontes Oliveira,® Osvaldo Pompilio de-Melo-Neto,” and Maria Helena Neves Lobo Silva-Filha®

Department of Entomclogy® and Department of Microbiology,” Centro de Pesquisas Aggeu Magalhies-FIOCRUZ, Recife-PE, Brazil

Bin toxin from Bacillus sphaericus acts on Culex quinquefasciatus larvae by binding to Cqm1 midgut-bound receptors, and dis-
ruption of the cqm I gene is the major cause of resistance. The goal of this work was to screen for a laboratory-selected resistance
cqmlgpallele in field populations in the city of Recife, Brazil, and to describe other resistance-associated polymorphisms in the
cqml gene. The cqml ge-allele was detected in the four nontreated populations surveyed at frequencies from 0.001 to 0.017, and
sequence analysis from these samples revealed a novel resistant allele (cqm I pec s displaying a 16-nucletotide (nt) deletion
which is distinct from the 19-nt deletion associated with cqm ] . Yet a third resistant allele (cqm I g <), displaying a 25-nt
deletion, was identified in samples from a treated area exposed to B. sphaericus. A comparison of the three deletion events re-
vealed that all are located within the same 208-nt region amplified during the screening procedure. They also introduce equiva-
lent frameshifts in the sequence and generate the same premature stop codon, leading to putative transcripts encoding truncated
proteins which are unable to locate to the midgut epithelium. The populations analyzed in this study contained a variety of al-
leles with mutations disrupting the function of the corresponding Bin toxin receptor. Their locations reveal a hot spot that can
be exploited to assess the resistance risk through DNA screening.

he utilization of biolarvicides based on Bacillus sphaericus re-

quires monitoring strategies which can predict or prevent po-
tential resistance selection among exposed mosquito populations.
The binary (Bin) crystal toxin, which is the major active insecti-
cidal factor found in commercial B. sphaericus strains, acts on
mosquito larvae after ingestion, processing and binding to specific
receptors located on the midgut epithelium (5, 24). Bin toxin dis-
plays high activity against larvae of the Culex pipiens complex and
B. sphaericus has an excellent persistence under field conditions,
which make this an effective biolarvicide for controlling these spe-
cies in urban areas (17). However, the mode of action of Bin toxin
relies entirely on its binding to a single class of midgut receptors
which are glycosylphosphatidylinositol (GPI}-anchored a-gluco-
sidases named Cpm1 and Cqm1 for Culex pipiens and Culex quin-
quefasciatus, respectively (7, 29, 30). Failure of toxins to bind to
their midgut receptors has been described, in a wide range of tar-
get insects, as the primary resistance mechanism to insecticidal
proteins from entomopathogenic bacteria (11, 16, 25). In the case
of B. sphaericus, this is a critical aspect since resistance cases have
also been reported after laboratory selection or field exposure (2,
25, 27, 36, 38, 44).

Investigation of the B. sphaericus resistance mechanisms has
confirmed the essential role for the binding of Bin toxin to its
receptors, since mutations within the gpm1/cgm1 genes, which are
recessively inherited, are the major causes leading to the absence
of functional receptors in the midgut and consequent high re-
sistance levels (36). Resistance cases unrelated to receptor
binding failure were reported; however, the mechanisms in-
volved were not elucidated to date (25). On the other hand,
molecular characterization of resistance linked to cpmi/cgm1
genes, performed in two laboratory-selected colonies and one
field population, revealed four distinct alleles associated with
this phenotype: qpm 1,z and cgm 1 -, laboratory-selected alleles
in California (GEO colony) and in Recife, Brazil (CqRL1/2362
colony), respectively, and ¢pm i ;. and cpm 1 ;-del, both character-
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ized in a field population from the south of France (6, 8, 29). Each
allele displays distinct resistance-associated mutations which re-
sult in potential transcripts for truncated soluble proteins lacking
the GPI anchor (cpmi o, cqmlgee cpmiy,) or for truncated
GPl-anchored proteins which are still unable to bind Bin toxin
due to the loss of 66 amino acids (cpm1 gp-del). The CqRL1/2362
colony, derived from eggs collected in the Recife Metropolitan
Area (RMA; Brazil) and laboratory selected, displays high levels of
resistance (resistance ratio [RR], =100,000) due to the failure of
Bin toxin binding to microvillus receptors, and larvae from this
colony were found to be homozygous for the cgm ;.- allele (26,
27). Characterization of this allele showed a 19-nucleotide (nt)
deletion which changes the frame of the protein coding sequence
and originates a premature stop codon. The resulting predicted
protein coded by this allele lacks part of its C-terminal end, in-
cluding the GPl-anchor site. As a consequence, in individuals
found to be homozygous for the cgm1 ;- allele, no functional
polypeptide is present as a midgut membrane-bound receptor, a
condition essential for Bin toxin binding (29). The characteriza-
tion of this mutation allowed the development of a PCR amplifi-
cation assay, which upon screening for cqm - in larva samples
from RMA field populations, showed the presence of the associ-
ated deletion in a frequency on the order of 107" and 107 in
nontreated and treated areas, respectively (4).

Utilization of B. sphaericus biolarvicides in RMA has been an
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important tool for controlling C. quinquefasciatus, which is the
exclusive vector of the nematode Wuchereria bancrofti in Brazil
(32). In view of the strategic role of this biolarvicide in RMA and
the advantage provided by the knowledge available on the molec-
ular basis of resistance, the goal of this work was to provide data on
the frequency of the cqmii - allele through DNA screening, as
well as to describe novel polymorphisms of the cgm1 gene which
can disrupt the expression of the Cqm1 protein as a target site for
Bin toxin. The search for new resistance-mediating events is a key
step for the development and continuous improvement of molec-
ular methods for resistance monitoring, since most alleles identi-
fied are recessively inherited and cannot be directly tracked
through bioassays.

MATERIALS AND METHODS

Mosquito colonies. Three colonies were used in this study: CqSF, a Culex
quinquefasciatus colony susceptible to Bacillus sphaericus that was estab-
lished from egg rafts collected in the Recife Metropolitan Area (RMA) in
Brazil; CqRL1/2362, a C. quinguefasciatus colony derived from CqSF and
laboratory selected with B. sphaericus strain 2362 that displays a high level
of resistance (>100,000-fold) to this entomopathogen (27); and RecLab,
an Aedes aegypti colony established from egg samples also collected in
RMA (21). Colonies have been maintained in the insectarium of the Cen-
tro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM-FIOCRUZ), under con-
trolled conditions, for at least 8 years. Larvae were reared in dechlorinated
tap water and fed with cat biscuits. Adults were fed on 10% sucrose solu-
tion, and females were also fed with chicken blood. Insects were main-
tained at 26 + 1°C, 70% humidity, and a photoperiod of 12 h of light and
12 h of darkness.

Culex quinquefasciatus population. Four nontreated populations
and one treated population from RMA were investigated. Nontreated
areas were Ipojuca (IPO) and Jaboatao (JAB), located 60 and 20 km from
Recife, respectively, and Roda de Fogo (ROD) and Azeitona (AZE), dis-
tricts within the city. Samples from IPO and JAB consisted of egg rafts,
collected in 2010, using around 30 oviposition traps (3) randomly placed
in households within each area. Samples from ROD and AZE, consisting
of larva batches collected directly from breeding sites in these areas in
1999, were stored at —70%C. The treated area of ﬁlgua Fria (AGU) has been
exposed to B. sphaericus since 2003 (32), and egg rafts were collected in
2010 according to the methodology described above. Eggs were used to
establish subcolonies maintained under laboratory conditions, and larvae
from F1 or F2 progenies were stored at —70°C until use.

Bioassays. Multiple concentration bioassays were performed to estab-
lish the lethal concentrations of the B. sphaericus 2362 lyophilized powder
SPH-88 (Institut Pasteur), after 48 h, for 50% (LCs,) and 90% (LCyp) of
exposed larvae according to the standard procedure (35). Lethal concen-
trations were determined through probit analysis using the software SPSS
10.0 for Windows. Diagnostic dose bioassays were performed to discrim-
inate susceptible and highly resistant individuals based on the exposure of
individual fourth-instar larva samples to a high concentration of B. sphae-
ricus 2362 for 48 h (1). Briefly, larvae were treated with 125 mg/liter of the
biomass sample (sample no. 0448/09; CPgAM-FIOCRUZ) stored at
—20°C, at a concentration more than 1,000-fold higher than the LGy, to
the CqSF-susceptible colony, in a final volume of 2 ml of distilled water in
24-well plates. This high diagnostic dose was chosen based on the fact that
all cqim 1 resistance alleles already characterized confer total refractoriness
to Bin toxin (25, 27, 38, 44).

AS-PCR. For DNA isolation, individual fourth-instar larva samples
were homogenized in DNAzol (Invitrogen), as recommended by the
manufacturer, followed by precipitation with ethanol and DNA recover-
ing in Tris-EDTA buffer. Allele-specific PCR (AS-PCR) was performed
using specific primers, described in Chalegre et al. (4), and reactions were
carried out for 35 cycles with an annealing temperature of 60°C using a
Biometra thermocycler. Amplification products were separated by elec-

6322 2em.a5m.org

TABLE 1 Toxicity of B. sphaericus strain 2362 against larvae®

LC,, LGy,

Mo.of  Mean (95% fiducial Mean (95% fiducial
Sample larvae  limits) RE  limits} RR
Cq5sF 360 0.004 (0.003-0.005) 1.0 0.029 (0.019—-0.049) 1.0
PO 1,480 0.013 (0.010-0.017) 3.3 0.029 (0.022-0.044) 1.0
JAB 1,430 0.017 (0.0130.020) 43 0026 (0.023-0.049) 09
AGU 1,140 0.024 (0.021-0.028) 6.0 0.050 (0.042-0.059) L7

= Larvae were fourth-instar Culex quinguefasciarus from a susceptible laboratory colony

(CqSF), two nontreated populations (IPO, JAB), and one treated population exposed to
B. sphaericus (AGU). Shown are lethal concentrations (mg/liter) for 50% (LCgg) or 90%
(LiCoq) of larvae after 48 h. RR, resistance ratio; LC for the population tested/LC for the

‘CqSF reference colony.

trophoresis on 2.5% agarose gels, and each assay included no-DNA sam-
ples and A. aegypti DNA samples as negative controls. All AS-PCR prod-
ucts potentially amplified from the cqmi ;- allele (fragments of less than
208 bp were expected due to the 19-nt deletion) and some fragments
amplified from cqml (standard fragments of 208 bp) were subjected to
automatic sequencing in an ABI Prism 3100 genetic analyzer {Applied
Biosytems) to confirm their identity.

Cloningand sequencing of cqm I alleles. Genomic DNA from fourth-
instar larvae was extracted as described, and PCRs were carried out with
primers flanking the full-length coding sequence of cqm (see Table 51 in
the supplemental material) using Platinum Taq high-fidelity DNA poly-
merase (Invitrogen). To obtain the partial sequence of the cqmilgp- pos
allele described in this study, a second set of primers were also used (see
Table 51). PCR products were purified with the GFX DNA and gel band
purification (GE Healthcare) kits. They were then ligated into the vector
pGEM-T Easy (Promega) and subsequently transformed into the One
Shot TOP10 chemically competent Escherichia coli cells (Invitrogen).
Twelve clones from each sample were subjected to minipreparations in
Luria-Bertani medium supplemented with ampicillin {100 pg/ml) and
further purified with the QIAprep spin miniprep kit {Qiagen). After pu-
rification, the DNA samples were quantified and submitted for automatic
sequencing. Alignment and assembly of the resulting nucleotide and
amino acid sequences were performed with the DNASTAR software pack-
age, and manual refinement was done when needed.

RESULTS

Available data on the frequency of resistance alleles in field popu-
lations without a history of previous spraying remain scarce, and
the lack of baseline information is one of the most limiting factors
to evaluate resistance selection and to introduce management
strategies. For this reason, an AS-PCR assay for the detection of
cqim ] e, designed and evaluated previously (4), was applied to
identify genotypes of C. quinquefasciatus larvae from nontreated
populations of RMA. First, B. sphaericus susceptibility was inves-
tigated in field populations from IPO and JAB using in vivo bio-
assays. Multiple dose-response assays showed that larvae from
both samples were susceptible since only a discrete increase in the
LC.,, with a resistance ratio (RR) around 3- and 4-fold for [PO
and JAB, respectively, was observed and the LC,,, showed similar-
ities with the reference colony (Table 1). Diagnostic dose bioassays
were also performed in an attempt to identify larva survivors from
a high concentration of B. sphaericus that could potentially be
homozygous-allele-resistant individuals. Samples of 1,680 and
720 larvae for IPO and JAB, respectively, were individually ex-
posed, and there was no detection of survivors from these bioas-
says. Full mortality was already achieved after 24 h of B. sphaericus
exposure in the treated groups, while the nontreated larvae from
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TABLE 2 Frequency of cqm1 alleles determined by PCR®

Molecular Basis of Bin Toxin Resistance

Mo of larvae with genotype and frequency of each allele

Total no. of cqml cqnilgee ol gec.ois el gec. pas
Sample Yr larvae ss SR RE F SR RR F SR RR F
PO 2010 501 498 3 0 0.003 1] ] i 0 0 ]
JAB 2010 510 507 1 0 0.001 1 1 0.003 0 0 L]
ROD 1999 230 222 8 0 0.017 1] ] i 0 0 ]
AZE 1999 240 235 1 ] 0.002 3 ] 0.006 0 0 ]
AGU 2010 269 252 14 2 0.033 o o 0 1 0 0,002

¥

“ Frequency of cgnil alleles in Culex quinguefasciatus larvae from four nontreated populations (IPO, JAB, RO}, AZE), as well as one treated population exposed to B. sphaericus
[AGLI). S5, homozygous for cgmI; SR and RE, heterozygous or homozygous for one of the resistance (r) alleles, respectively; F, allele frequency.

the control groups showed 2.9 and 1.7% mortality for IPO and
JAB, respectively, after the standard period of 48 h of exposure.
ROD and AZE larva susceptibilities were not analyzed since these
samples were collected in 1999 and stored at —70°C without fur-
ther evaluation.

The AS-PCR performed in this study is based on the fact that
according to the size of the DNA fragment amplified, using two
primers flanking the 19-nt deletion which characterizes the
cqml - allele, it is possible to identify fragments derived from
either cqgml or the cqml ;.- resistant allele, corresponding to 208
or 189 bp, respectively (4). Here we define cqm 1 as all alleles other
than cqmi ., taking into account that it is not possible to exclude
the existence of unknown resistance mutations which are located
outside the region under evaluation or do not alter the size of the
amplified fragment. All populations analyzed here, which had no
history of B. sphaericus spraying, nonetheless showed the presence
of the cqm1 ;- allele. Frequencies of 0.003, 0.001, and 0.002 were
detected in IPO, JAB, and AZE, respectively, whereas ROD
showed a higher frequency of 0.017 (Table 2). In these popula-
tions, the cgm1 - allele was always found in heterozygous indi-
viduals, whereas most individuals were homozygous for the cgm
allele (Fig. 1; Table 2).

Screening for the cqm I - allele involved sequencing ofall am-
plified diagnostic fragments (<208 bp) potentially corresponding
to this allele in order to confirm their identity. The analysis of the
resulting sequences revealed not only the targeted cgm1 .- 19-nt
deletion but also a second deletion located in the same region
encompassed by the amplified fragment. The new polymorphism
found in these nontreated populations consists of a 16-nt deletion

100

FIG 1 Fragments amplified from alleles of the Culex quinquefasciatus cqm1
gene. PCR produces profiles of homozygous for cgm1 (lane 1), heterozygous
for cqmigee (lane 2), homozygous for agmilge- (lane 3), heterozygous for
] g s (lane 4), homozygous for cgml gee p,; (lane 5), and homozygous
for eqmlyp. .. (lane 6). No fragments were amplified from samples with
Aedes aegypti DNA (lane 7) or without DNA (lane 8). Molecular size markers
(molecular weight [MW]) in base pairs are shown on the left.
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(nt 1306 to 1321), located 12 nucleotides downstream of the
cqml gy deletion (nt 1276 to 1294), and this allele was denomi-
nated cqml gre s (Fig. 2). Visual inspection of diagnostic frag-
ments provided by AS-PCR does not allow a reliable distinction
between products amplified from cgmi 5y or cgml gz . alleles
(Fig. 1). The cqm1 gz, allele was detected in both JAB and AZE
samples. In JAB, its frequency of 0.003 was based on the finding of
one heterozygote and one homozygote larva sample for this allele
detected among 510 individuals analyzed, whereas in AZE, its fre-
quency was 0.006, carried by only one heterozygous larva sample
found among 240 larva samples (Table 2). The frequency of each
eqm I - OF ] gy allelein 1,481 larva samples from all non-
treated populations was 0.004 or 0.002, respectively, while the
frequency of both was 0.006.

The DNA segment where the two deletions described above
were found may be a hot spot for these kinds of mutations since a
third deletion was detected in individuals from AGU, a treated
area exposed to B. sphaericus. Resistance ratios for AGU larvae
were 6- and 1.7-fold at LC.; and LC,,, respectively. The AS-PCR
screening based on a sample of 269 larvae showed a frequency of
0.033 for cqm 1 4, and this allele was carried by heterozygous and
homozygous larvae. The sequence analysis of the set of smaller-
sized diagnostic fragments amplified from this AGU sample
showed, besides the fragments containing the 19-nt deletion, one
heterozygous individual for an allele containing a 25-nt deletion
encompassing the 19-nt deletion for the cgmi ;- allele, plus the
six subsequent bases (Fig. 2). The allele presenting this new dele-
tion, comprising nucleotides 1276 to 1300, was denominated
cqil g 25, and visual inspection of the corresponding fragment
generated by AS-PCR also does not allow a reliable distinction
compared to alleles containing the cqm1 ¢ or cqml g, dele-
tion (Fig. 1).

The DNA extracted from larvae carrying the cgmi e e
allele was used for cloning and sequencing of the entire cqm1
coding sequence in order to confirm its identity and analyze the
whole sequence. For this purpose, 45 clones from 5 larva sam-
ples were analyzed, and among them, 21 were positive for the
cqmn gy allele. The final sequence from the individuals car-
rying such a copy contained the two known introns of 50 and
55 bp, with an open reading frame of 1,727 bp in length. A total
of 43 other single nucleotide differences were found through-
out the sequence. Among them, 7 led to amino acid substitu-
tions in the deduced protein (see Table S2 in the supplemental
material); however, none of these is known to be associated
with the capacity of Cgm1 to bind Bin toxin. The full-length
sequence of the cgml . .5 allele could not be amplified from
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A Exon 1

Intron1  Exon 2 Intron 2 Exon 3
v ¥ + v

5UTR|

7

B Primer 1

- - -gaggtagooatgoaggacticaasgaggotoajoaqriogacascog egatcegneccggaﬂgccga‘:gc&tcgtcgm_-r: 1310

agtg-ccggg'ttcag:ac—caacatcaacac—ctggctccgagtl:catr_-cggactacgctcggtaca&g@cgtga:gcaga,agaatr_“ca 1400

Primer 2

caasgtaccttoocaccactbacagoatobgaccaagattogacggcaccgygacgatgoagagtggtgagtacgtgoacaagacgate. . . 1490

FIG 2 Representation of the cqm]l gene encoding the Cqm1 receptor in Culex quinguefasciaius larvae (GenBank accession number D0)333335). (A) Full-length
sequence of 1,848 nucleotides (nt) containing two introns of 50 nt (nt 1169 to 1218) and 55 nt (nt 1655 to 1709). (B) Nudeotide sequence from the region (nt
1221 to 1490) encompassing the polymorphisms found in alleles from Recife populations are indicated as follows: deletion of 19 nt corresponding to the cqm g
allele is underlined; the six extra bases corresponding to the cqml .- .. are boxed; and the 16-nt deletion from the cqm1 -, allele, located 11 bases beyond
the 19-nt deletion, is in italics and shaded in gray. Deletions start with a CGA trinucleotide motifin bold. The premature translation stop codon originating from
the deletions described here is boxed in bold. For the allele-specific PCR, primers 1 and 2 were used for the 5" and 3" ends, respectively. These deletions were
identified based on the sequencing of one strand of multiple DNA clones, which yielded identical results.

the same larva genomic DNA which originally generated the
PCR fragment of 183 nt containing the 25-nt deletion. Despite
extensive trials using the primers available for amplifying the
full-length sequence, and even additional primers designed for
this purpose (see Table S1 in the supplemental material), only
the wild-type cgmi sequences without any deletions were
found after analyzing the sequences of over 100 clones. Never-
theless, PCR assays using yet another set of primers (see Table
S1, primers F4 and R4) resulted in the amplification of an
889-nt fragment whose sequence contained the 25-nt deletion.
This sequence corresponded to about 50% of the full-length
gene (positions 506 to 1419) and included the first intron; how-
ever, contrary to the sequence established for the cqml ;o s
allele, single nucleotide polymorphisms compared to the pre-
viously described cqm1 sequence (GenBank accession number
D()333335) were not found. Despite the high conservation of
this 889-bp fragment, the failure to amplify a full-length copy
of the cgmi e o allele supgests the existence of polymor-
phisms in other regions of its sequence which would prevent
annealing of the available primers.

The two deletion events found in the cgmi,, ., and
g g pos alleles change the reading frame of the succeeding
amino acids, and both originate a premature stop codon at posi-
tion 1362, which is also the same stop codon created by the 19-nt
deletion from the cqml ;.- allele (Fig. 2). The resulting sequence
from cqmi, ey, and cgmil g, .. alleles potentially encodes a
truncated (437 amino acids long) protein. Both the 16- and 25-nt
deletions can confer resistance, in homozygous individuals forany
of these alleles, since they will not code for full GPI-anchored
Cgm1 proteins, available in the midgut epithelium for the Bin
toxin to bind. Comparative analysis of the three deletion events
affecting the cgm gene highlighted the fact that while the 19- and
25-nt deleted segments share the same initial insertion point in the
sequence (at nucleotide 1276), all three also start with a common
CGA trinucleotide motif.

DISCUSSION

In this study, a DNA screening was performed to detect the
cqml - allele in populations of C. quinquefasciatus from the Re-
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cife Metropolitan Area (RMA). Susceptibility to B. sphaericus in
two nontreated populations of IPO and JAB showed that RR val-
ues at the LC,, were similar to that of the reference colony, and the
slight variations in RRs found at the LC., are comparable to pre-
vious RRs reported for other nontreated mosquito populations,
which have demonstrated the existence of natural variations in
their B. sphaericus susceptibilities (4, 20, 34, 36, 37). The status of
two other nontreated populations of ROD and AZE could not be
analyzed; nevertheless, they were expected to be susceptible since
B. sphaericus had not been used in these areas and they were also
geographically isolated from the only two exposed areas in RMA at
the time the samples were collected (28, 31). The cqmi .- allele
was found in all nontreated populations analyzed, despite being
originally identified in a laboratory-selected colony (4, 29), high-
lighting the strategic importance of monitoring for this allele in
RMA. This result contrasts with those observed for laboratory-
selected cadherin alleles associated with CrylAc resistance and
whose screening in field populations has not led to a positive de-
tection (13, 33). The frequency of the cqml ;- allele found among
the populations analyzed, which was on the order of 10~ (0.001
to 0.003), is consistent with the previous screening of two non-
treated RMA populations (4) and with studies on Bacillus thurin-
giensis (Bt) resistance genes in Lepidoptera that have estimated the
initial frequency of such alleles in nonexposed populations as
0.0015 (15). However, the higher frequency observed for the ROD
population indicates that variations in pretreatment frequency
can occur and should be taken into account for evaluating the
resistance risk prior to spraying. Recent surveys of Bt resistance
genes in lepidopteran field populations from Bt cotton areas in
China also showed a wide range of frequencies from 10~ to 10~"
(14, 18, 19, 40, 45), with the latter being considered the first sub-
stantial increase in resistance gene frequency among the areas un-
der study. The treated population of AGU evaluated here showed
a higher cqm1 - frequency than those from the nontreated pop-
ulations, which is consistent with B. sphaericus exposure in that
area. However, this frequency has not increased compared to pre-
vious screenings performed in AGU (4, 32), suggesting that the
selection pressure might be low. This could be related with the
introduction of Bacillus thuringiensis serovar israelensis ( B. thurin-
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giensis subsp. israelensis) to replace B. sphaericus in certain stages
of this control program (C. M. F. Oliveira, personal communica-
tion). Considering that B. thuringiensis subsp. israelensis does not
display cross-resistance with B. sphaericus and it is able to elimi-
nate resistant genotypes (27, 36, 43), this could be one reason for
reducing the selection pressure in that area.

Molecular biology-based methods can be useful for monitor-
ing early selection of resistance in field populations since known
resistance alleles carried by heterozygous individuals can be di-
rectly identified. Screening performed in this study revealed two
novel polymorphisms in the cgm1 gene, 16- and 25-nt deletions
found at the same region which encompasses the 19-nt deletion
originally found in cgmi1 ;.. The finding of one homozygous larva
sample for cqgmi gpe 6 in the JAB population was not expected,
considering its status of being a nontreated population, since data
from a previous screening of B. sphaericus and Bt resistance alleles
have shown such alleles only in heterozygous individuals under
such conditions (4, 42, 45). The resistance phenotype conferred by
cqinl g s and cgml ge o alleles could not be experimentally
confirmed; nevertheless, the functional effect of these deletions on
larva susceptibility is likely similar to that of cgm1 gz, since theyall
provoke frameshifts and introduce the same premature stop
codon in the sequence, which prevents the expression of full-
length GPI-anchored proteins (6, 8, 29). Regardless of the fact that
the Bin binding epitope on the Cqgm1 protein is still unknown, the
loss of the GPI anchor prevents its location on the midgut epithe-
lium and, consequently, its function as the Bin toxin receptor.

A comparable situation, involving a wide range of polymor-
phisms, has been investigated in Lepidoptera cotton pests which
display multiple cadherin alleles associated with Cry1Ac toxin re-
sistance (12, 22, 45). To date, 12 cadherin alleles were found to be
genetically linked to CrylAc toxin resistance, one from a labora-
tory-selected strain of Heliothis virescens, three from Pectinophora
gossypiella, and eight alleles detected in Helicoverpa armigera (the
last two species are from field populations) (12, 22,23, 39, 42, 45).
From the functional point of view, many of them are considered
null alleles since they are disrupted by events which result in the
generation of premature stop codons or aberrant splicing events
in their sequences, expected to encode truncated proteins lacking
toxin binding sites or the transmembrane domain (39, 42, 45). In
these cases, the final result is an inability of the toxin to bind to its
target tissue in a fashion similar to that observed for the cqmi
resistance alleles described here (10, 45). In terms of monitoring
tools, DNA screening of cadherin alleles has been considered a
complex task due to the diversity and multiple locations of events
found over genes that can be as large as 16 kb, as was seen for H.
armigera (41). In contrast, the cgm1 gene is around 1.8 kb (29), a
size which facilitates its amplification and sequencing and allows
DN A screening of coexisting, resistance-linked alleles in field pop-
ulations.

The finding of novel events in the cgm1 gene associated to B.
sphaericus resistance and mapped to the same region where other
resistance mutations have been identified suggests the existence of
a hot spot for such events. Aside from the polymorphisms re-
corded in RMA in Brazil, the same gene region is also the target of
the mutations which characterize the cpm1i g, and cpmi gp-del re-
sistance alleles, which were found to coexist in a C. pipiens popu-
lation from France (6). Overall, five of six resistance alleles char-
acterized in cpmi/cgmi genes have mutations located within this
region, and only a single nonsense mutation (T1706A), from the

September 2012 Volume 78 Number 17

Molecular Basis of Bin Toxin Resistance

cpt gpe allele (California), is mapped outside (8). From the evo-
lutionary point of view, further studies are needed in order to
clarify the mechanisms responsible for the rise of such events in
this specific region of the cqm I gene, as well as the impact of these
alleles on the biological performance of the targeted insects. Al-
though resistance in individuals from the CqRL1/2362 colony was
related to a discrete reduction of some biological parameters (9),
this colony has been maintained in the laboratory for more than
10 years and recent data have shown that the cqm 1, allele is able
to compete with cgmi, at least under laboratory conditions (1).
Similarly, cadherin genes, in view of null alleles found associated
with CrylAc resistance, do not seem to be essential for the survival
of H. virescens, P. gossypiella, and H. armigera (12, 22, 45). In
conclusion, the findings from this work indicate a diversity of
polymorphisms for the egml gene which can lead to a loss of
function as the receptor for the B. sphaericus Bin toxin. The events
behind these polymorphisms, detected in individuals from field
populations of RMA, are nevertheless located in a specific region
of the cgm1 gene, which allows for easy screening of the multiple
events and is useful for assessing the resistance risk.
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