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RESUMO 

 
A resistência de Culex quinquefasciatus à toxina inseticida (Bin) de Bacillus 
sphaericus (Bsp) pode estar associada a uma falha da ligação da toxina com os 
receptores Cqm1, localizados no microvilli intestinal das larvas através de uma 
âncora GPI. Mutações no gene cqm1 podem impedir a expressão de proteínas 
Cqm1 funcionais e gerar um alto nível de resistência. O objetivo deste trabalho foi 
caracterizar e avaliar a frequência de alelos de resistência (r) em populações e 
colônias de C. quinquefasciatus. Neste estudo, o alelo r cqm1REC, selecionado e 
identificado anteriormente na colônia R2362, foi detectado por PCR alelo-específica 
em quatro populações de Recife com frequências entre 0,001 e 0,017. Em duas 
populações foram identificados novos alelos r, o cqm1REC-D16 e o cqm1REC-D25, com 
frequência entre 0,002-0,006. Estes alelos são caracterizados por deleções de 16 e 
25–nt, respectivamente, as quais geram códon de terminação da tradução prematuro 
(CTTP) e não codificam proteínas com âncora GPI. Um segundo alelo r (cqm1REC-2) 
foi identificado na colônia R2362 e possui uma mutação nonsense (G1292A) que 
também gera um CTTP, impedindo a localização de receptores Cqm1 no epitélio. O 
alelo cqm1REC-2 foi co-selecionado com o cqm1REC na colônia R2362 e uma análise 
da competição entre eles mostrou que o cqm1REC-2 predomina sob pressão de 
seleção com Bsp, enquanto que o cqm1REC é majoritário na ausência de Bsp. A 
expressão relativa dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2, avaliada por PCR em tempo 
real, mostrou que  ambos possuem uma expressão significativamente menor em 
relação ao cqm1. Amostras de microvilli intestinal de larvas homozigotas para cada 
alelo apresentaram uma baixa capacidade de interação com a toxina Bin, 
corroborando os dados de expressão gênica e o fenótipo de resistência. Este estudo 
mostrou a detecção e caracterização de novos alelos de C. quinquefasciatus que 
conferem resistência a Bsp e estes dados são fundamentais para o diagnóstico e 
manejo da resistência em programas de controle 
 
Palavras-chave: Toxina Bin, receptor Cqm1, -glicosidase, alelos de resistência, 
frequência alélica, manejo da resistência. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



CHALEGRE, K. D. M. Characterization and molecular detection of resistance 
alleles to the Bacillus sphaericus biolarvicide in Culex quinquefasciatus. Tese 
(Doutorado em Saúde Pública) – Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães/Fundação 
Oswaldo Cruz, Recife, 2013. 

 
ABSTRACT 

 
Culex quinquefasciatus resistance to the insecticidal toxin (Bin) from Bacillus 
sphaericus (Bsp) can be associated with a failure of toxin binding to Cqm1 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 
cqm1REC, 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, cqm1REC-D16 and cqm1REC-D25, 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 GPI-anchored proteins. A second r allele (cqm1REC-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 cqm1REC-2 
allele was co-selected with cqm1REC in the R2362 colony and analysis of competition 
between these alleles showed that the cqm1REC-2 predominates under selection 
pressure with Bsp, whereas the cqm1REC is majoritary in Bsp absence. The relative 
expression of cqm1REC and cqm1REC-2 alleles evaluated by real-time PCR showed 
that both have a significative lower expression in comparison to the cqm1. 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, Cqm1 receptor, -glucosidase, resistance alleles, allelic 
frequency, resistance management. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O mosquito Culex quinquefasciatus pode atuar como vetor de Wuchereria 

bancrofti, agente etiológico da filariose bancroftiana no Brasil, além de ser um 

potencial vetor para arboviroses emergentes, tal como o Vírus do Oeste do Nilo 

(VNO), que já causou várias epidemias nos Estados Unidos e recentemente foi 

detectado em países da América do Sul, inclusive no Brasil. A redução populacional 

de C. quinquefasciatus pode ser alcançada através de métodos de controle e esta 

ação é essencial para interromper o ciclo de transmissão de patógenos e a 

morbidade causada por esta espécie. Bacillus sphaericus (Bsp) é uma bactéria 

entomopatógena utilizada como larvicida eficiente para o controle de espécies do 

gênero Culex e sua efetividade tem sido demonstrada em vários programas de 

controle. O principal fator tóxico de Bsp para larvas de culicídeos é a toxina binária 

(Bin) contida em um cristal protéico produzido durante a fase de esporulação da 

bactéria. Após a ingestão deste cristal pelas larvas, ocorre a sua solubilização em 

pH intestinal alcalino e a protoxina liberada no lúmen é clivada por serina-proteases 

para atingir a forma de toxina ativa. A ação da toxina Bin depende da interação com 

receptores específicos presentes na região apical da membrana das células do 

epitélio intestinal das larvas, e o receptor em C. quinquefasciatus, denominado 

Cqm1, é uma -glicosidase ligada ao epitélio intestinal através de uma âncora do 

tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI). A ação deste biolarvicida depende da interação de 

apenas uma toxina com uma única molécula que é o receptor Cqm1 e, portanto, 

alterações neste sítio-alvo estão associadas à resistência.  

Estudos da base molecular da resistência a Bsp permitiram a caracterização 

de quatro alelos de resistência do gene que codifica o receptor da toxina Bin, que 

foram identificados em duas colônias mantidas em laboratório e em uma população 

de campo do complexo Culex pipiens. Nas colônias GEO de C. pipiens (EUA), e 

R2362 de C. quinquefasciatus (Brasil), uma mutação pontual no gene cpm1 

(cpm1GEO) e uma deleção de 19 nucleotídeos no gene cqm1 (cqm1REC), 

respectivamente, geram um códon de terminação de tradução prematuro levando à 

produção de proteínas truncadas, desprovidas de âncora GPI.  Com a ausência da 

âncora, o receptor não é localizado na superfície do epitélio e, portanto não há ação 

da toxina Bin. Os outros dois alelos foram identificados na população de campo BP 

da França. O cpm1BP apresenta uma mutação pontual que leva à produção de uma 
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proteína truncada, sem âncora GPI, devido a um códon de terminação prematuro. O 

cpm1BP-del apresenta a inserção de um elemento transponível que causa uma 

deleção de 198 nt que gera uma perda de 66 aminoácidos na proteína sintetizada. 

Apesar desta proteína possuir a âncora GPI, ela não se liga à toxina Bin 

provavelmente por mudanças conformacionais ou perda do epitopo de ligação. 

Um dos fatores determinantes no processo da seleção de resistência é a 

frequência inicial dos alelos de resistência (r) e o seu modo de herança em 

populações naturais expostas ao tratamento com biolarvicidas. Indivíduos 

resistentes podem ser identificados a partir de ensaios de susceptibilidade in vivo, 

porém esta detecção é difícil quando os alelos r têm herança recessiva. Por esta 

razão, para a detecção e o estabelecimento das frequências destes alelos, o método 

mais direto e específico é através de ferramentas moleculares como a PCR. Para o 

desenvolvimento das estratégias de manejo da resistência são necessários dados 

relativos à identidade e frequência inicial de alelos r nas populações que são alvo de 

inseticidas. A caracterização dos quatro alelos de resistência a Bsp (cqm1REC; 

cpm1GEO; cpm1BP e cpm1BP–del) em larvas do complexo Culex pipiens abriu 

perspectivas para o desenvolvimento de ferramentas moleculares para a avaliação 

de suas frequências em populações naturais tratadas ou não com Bsp e a 

ocorrência dos mesmos em áreas geográficas diferentes. 

Várias áreas da Região Metropolitana do Recife (RMR) vêm sendo expostas a 

tratamentos com biolarvicidas à base de Bsp para o controle de populações de 

Culex e um trabalho prévio realizado por nossa equipe mostrou a viabilidade e 

importância da aplicação de uma ferramenta molecular para avaliar a frequência de 

alelos de resistência nestas populações. O alelo cqm1REC foi caracterizado na 

colônia R2362, oriunda da RMR, e um screening realizado através de PCR alelo-

específica permitiu determinar sua frequência em populações, demonstrando a sua 

importância para avaliar o risco de seleção da resistência. No caso de outros alelos, 

como o cpm1GEO, oriundos de áreas geográficas diferentes, não se sabe se ocorrem 

nas populações da RMR e em que frequência.  

Os dados da literatura indicam que o gene cqm1 apresenta vários 

polimorfismos e alguns deles estão associados à resistência. A colônia R2362, 

selecionada em laboratório com Bsp, foi caracterizada como resistente após 46 

gerações e a análise molecular demonstrou que a colônia era composta por 

indivíduos homozigotos para o alelo cqm1REC. Recentemente, uma avaliação 
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genotípica de indivíduos desta colônia, após 160 gerações, demonstrou a presença 

de indivíduos portando outro alelo que pode conferir um alto nível de resistência a 

Bsp e foi co-selecionado com o alelo cqm1REC na colônia R2362. A sucessão de 

alelos r em populações de campo expostas a inseticidas químicos têm sido 

registrada na literatura. No entanto, a seleção deste novo alelo em uma colônia sob 

condições de laboratório e sem fluxo gênico constitui um modelo interessante para o 

estudo da resistência.  

O principal objetivo deste trabalho foi contribuir para a caracterização de 

alelos associados à resistência e desenvolvimento de métodos diagnósticos, visando 

usar estes conhecimentos para o manejo da resistência. Neste estudo foi realizado 

um screening de dois alelos r previamente caracterizados, o cqm1REC e o cpm1GEO, 

em populações de campo da RMR tratadas ou não com Bsp. Durante essa 

avaliação, foram detectados dois novos polimorfismos no gene cqm1 associados à 

resistência em indivíduos destas populações, aumentando, desta forma, o repertório 

de alelos r a Bsp, o que é estratégico para identificar o risco de seleção da 

resistência. Além disso, um novo polimorfismo no gene cqm1 foi identificado na 

colônia de laboratório R2362 que também leva a um fenótipo similar àquele 

apresentado pelo alelo cqm1REC e avaliações para caracterizar este novo alelo em 

colônias de laboratório foram realizadas. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

 

2.1 Culex quinquefasciatus 

 
C. quinquefasciatus é um inseto da ordem Diptera, pertencente à família 

Culicidae, que apresenta distribuição cosmopolita, preponderando nas regiões 

tropicais e subtropicais do mundo. É um mosquito amplamente encontrado no Brasil, 

principalmente devido às características climáticas do país e a sua abundância em 

áreas urbanas está ligada à ocupação desordenada e aos problemas de 

saneamento (CONSOLI, 1994), que possibilitam uma grande disponibilidade de 

criadouros preferenciais desta espécie com água estagnada e rica em matéria 

orgânica.  

 

 

2.1.1 Biologia e ecologia 

 

C. quinquefasciatus tem um ciclo biológico relativamente curto, com média de 

10 dias, compreendendo as fases de ovo, quatro estádios larvais, pupa e adulto 

(Figura 1). Os mosquitos adultos têm hábitos noturno e endofílico e as fêmeas são 

hematófagas. Para realizar a postura dos ovos, as fêmeas necessitam fazer o 

repasto sanguíneo em uma grande variedade de animais, sobretudo o homem, pois 

são antropofílicas. Cerca de 48 horas após o repasto sanguíneo, as fêmeas 

depositam, em ambiente aquático, seus ovos agrupados em forma de jangadas. 

Aproximadamente 48 horas após a oviposição, ocorre a eclosão das larvas do 1º 

estádio (L1), as quais sofrem mudas e passam por mais três estádios (L2, L3 e L4), 

cada um com duração média de 24 h, até atingir a fase de pupa que dura cerca de 

24-48 h. Após esta fase, ocorre a emergência dos adultos dando início à fase alada 

no ambiente terrestre. É importante salientar que os culicídeos possuem 

características biológicas, tais como curto ciclo de vida, alta capacidade reprodutiva 

e de adaptação ao ambiente, que fazem com que seu controle populacional seja 

difícil (CONSOLI, 1994). 

Os criadouros preferenciais de C. quinquefasciatus são ambientes com água 

parada e com elevada carga de matéria orgânica, sobretudo dejetos animais e 
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humanos. As fêmeas põem seus ovos, preferencialmente, em fossas, valas, bem 

como outros criadouros, tais como bebedouros de animais, poços e caixas d’água 

(CONSOLI, 1994). É comum observar a abundância de larvas em um determinado 

criadouro, pois sabe-se que as fêmeas produzem um feromônio de oviposição, 

depositado no pólo apical dos ovos, que atrai outras fêmeas para fazerem a 

oviposição em criadouros já colonizados. Em alta concentração, este feromônio 

pode ter efeito repelente, que seria percebido pela fêmea como um local inadequado 

para oviposição devido à possível competição por recursos (BARBOSA et al., 2007). 

 

 
Figura 1 - Ciclo biológico de Culex quinquefasciatus. 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
Fonte: Barbosa et al. (2007). 

 

 

2.1.2 Importância na saúde pública 

 

C. quinquefasciatus possui grande importância na saúde pública, pois é o 

vetor de Wuchereria bancrofti, agente etiológico da filariose linfática no Brasil. 

Atualmente, mais de 1,3 bilhão de pessoas (cerca de 19% da população mundial) 

vivem em área de risco de contrair a infecção e estima-se que há cerca de 120 

milhões de indivíduos parasitados em áreas tropicais e subtropicais. Destes 

infectados, quase 25 milhões de homens têm doenças genitais (a mais comum é 
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hidrocele) e quase 15 milhões, a maioria mulheres, têm linfoendema ou elefantíase. 

Dos 120 milhões de indivíduos parasitados, 90% são portadores de W. bancrofti e 

10% de outras espécies de filárias de menor ocorrência (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL 

DE SAÚDE, 2012). 

Os vermes adultos de W. bancrofti alojam-se nos linfonodos e vasos linfáticos 

do indivíduo infectado, e as microfilárias (formas embrionárias) são encontradas no 

sangue periférico, possuindo uma periodicidade noturna com um pico entre 23:00 e 

01:00 h. Este pico coincide com o horário preferencial de hematofagia de C. 

quinquefasciatus, na maioria das regiões endêmicas. As fêmeas ingerem as 

microfilárias no momento do repasto sanguíneo, que atravessam o epitélio intestinal 

e dirigem-se ao tórax onde se desenvolvem e depois migram para as glândulas 

salivares, onde atingem o estádio larval infectante (L3). O quadro clínico da filariose 

pode ser assintomático, agudo ou crônico. As manifestações agudas podem ser 

linfangite, linfadenite, febre e mal estar e as crônicas podem ser linfedema, 

hidrocele, quilúria e elefantíase, podendo esta última, ser agravada por infecções 

bacterianas ou fúngicas (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2012). 

Em um levantamento realizado na década de 50 no Brasil, foram encontrados 

casos autóctones da doença em 11 cidades (ROCHA; FONTES, 1998). Atualmente, 

após campanhas de profilaxia, com base no tratamento do doente e controle do 

vetor, a parasitose ainda é endêmica em áreas da Região Metropolitana de Recife 

(RMR). Na década de 90, o Recife apresentava índices de prevalência entre as 

microregiões 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 doença foi 

notificado de acordo com dados da Secretaria de Saúde do Recife (RECIFE, 2008), 

e atualmente, o Recife tem mostrado avanços significativos no combate à filariose. 

Comparando os anos de 2003 e 2011, foi observada uma redução de 99% dos 

casos, ou seja, uma queda de 907 para quatro portadores da doença. Há oito anos, 

a prevalência 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, Jaboatão dos Guararapes e Paulista que pertencem a Região Metropolitana 

do Recife (ROCHA et al., 2010; RECIFE, 2008). Dados estimados em diferentes 

localidades de vários países indicam que o número de picadas infectivas requerido 

para produzir um caso de microfilaremia é elevado e pode variar de 269 (em Machui, 
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Tanzânia) a 67.568 (em Koro, Guji) (SOUTHGATE, 1992). A manutenção da 

transmissão da filariose em uma área é um indicador de péssima qualidade 

ambiental, pois a transmissão do verme só ocorre devido à alta densidade 

populacional do vetor aliada à ausência de medidas de proteção individual (REGIS 

et al., 1996). 

A transmissão de patógenos causadores de arboviroses também pode ser 

atribuída ao mosquito Culex, destacando-se o Vírus do Nilo Ocidental (VNO). A 

febre do Nilo Ocidental foi originada na África, e as aves são os principais 

hospedeiros e reservatórios naturais do VNO. A doença pode acometer o homem, o 

cavalo e outras espécies, causando desde febre, dor de cabeça e mialgias até 

encefalite severa e meningite. Desde sua introdução na América do Norte em 1999, 

quase 36 mil casos humanos da infecção pelo vírus foram reportados nos Estados 

Unidos, resultando em mais de 1.400 casos fatais (CENTERS FOR DISEASE 

CONTROL AND PREVENTION, 2012). A circulação do vírus foi detectada no Caribe 

e o seu isolamento foi obtido na Colômbia e em cavalos mortos na Argentina 

(BERROCAL et al., 2006; MORALES et al., 2006), constituindo, assim, uma grande 

ameaça para os países da América do Sul. O Brasil apresenta condições propícias 

para introdução e circulação do vírus no país, visto que C. quinquefasciatus, 

potencial vetor, é abundante, além de ser rota de um contingente considerável de 

aves migratórias originárias de outros países das Américas (LUNA et al., 2003). 

Recentemente, após um inquérito realizado em cavalos do Pantanal brasileiro, foram 

detectados animais positivos para anticorpos do VNO, sendo este o primeiro relato 

de detecção do vírus no Brasil (PAUVOLID-CORRÊA et al., 2011). Para identificar 

evidências de circulação viral em território brasileiro, diversas ações foram 

intensificadas, dentre elas a vigilância de epizootias de equinos e aves, além de 

inquéritos sorológicos em diferentes regiões do país. Para que eventuais medidas de 

prevenção e controle sejam possíveis, a notificação de mortes de aves e equinos 

nestas áreas, assim como a suspeita de casos em humanos, são eventos de 

notificação compulsória e imediata ao Ministério da Saúde, conforme determina a 

Portaria nº 104/GM/MS, de 25 de janeiro de 2011 (BRASIL, 2011). 

Além do VNO, que ganhou grande destaque na última década, C. 

quinquefasciatus também pode ser o vetor de outras arboviroses importantes, 

embora menos discutidas no Brasil, como encefalite equina venezuelana, cujo vírus 

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 

etiológicos causadores de doenças ao homem, C. quinquefasciatus pode causar 

problemas secundários de saúde em inúmeras áreas urbanizadas do Brasil, pois 

gera um forte incômodo, causado pelas picadas, sons emitidos e alergias, 

contribuindo, dessa forma, para a diminuição da qualidade de vida da população.  

 

 

2.2 Controle de insetos vetores 
 

Desde longa data, o homem vem lutando contra os insetos nocivos e a 

utilização de substâncias de síntese química com poder inseticida possibilitou 

grandes avanços no controle destes insetos, a partir do início da década de 40, 

quando o composto DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano) foi descoberto 

(HEMINGWAY; RANSON, 2000). Os métodos de controle até então empregados, 

como o uso de componentes inorgânicos e extratos vegetais, foram rapidamente 

substituídos pelo DDT devido à sua ação rápida e eficiente. Atualmente, inseticidas 

químicos, das classes dos organoclorados, organofosforados, carbamatos e 

piretróides têm sido utilizados em várias regiões do mundo para o controle de 

mosquitos (BECKER, 2003). 

Os principais problemas relacionados ao uso dos inseticidas químicos são a 

seleção de insetos resistentes e o seu modo de ação inespecífico que pode afetar os 

organismos não alvo. A falta de seletividade dos inseticidas químicos, visto que eles 

eliminam tanto os insetos nocivos como seus predadores naturais, provoca efeitos 

diretos no equilíbrio destas populações. Além disso, a presença de resíduos de 

inseticidas nos alimentos e problemas ambientais decorridos da persistência dos 

produtos no solo e na água, bem como sua acumulação na cadeia alimentar foram 

identificados. O DDT, da classe dos organoclorados que apresenta alta toxicidade e 

persistência na cadeia alimentar, foi amplamente utilizado, mas devido a todos os 

fatores adversos decorrentes do seu uso teve sua aplicação proibida em vários 

países (BECKER, 2003).  

Outro aspecto que tem provocado sérias limitações ao uso dos inseticidas 

químicos é a seleção de resistência observada entre populações de insetos. No 

início da década de 80, já havia o registro de 84 espécies de culicídeos resistentes, 

e o fator agravante é que muitas espécies apresentavam resistência simultânea ou 
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cruzada a vários inseticidas químicos de diferentes categorias (GEORGHIOU; 

LAGUNES-TEJEDA, 1991). A resistência pode ocorrer devido ao uso indiscriminado 

dos inseticidas, sendo recomendada a racionalização do seu emprego, sobretudo 

devido ao fato que a maioria dos compostos disponíveis possui um modo de ação 

baseado na interação com um único sítio-alvo, facilitando assim, a seleção de 

indivíduos resistentes nas populações tratadas. Além disso, a resistência cruzada 

entre alguns compostos químicos pode ser outro fator que amplia os efeitos 

negativos da seleção da resistência. Devido ao impacto negativo do uso dos 

inseticidas químicos ao meio ambiente e à saúde 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 mudança de paradigma após o uso intenso e exclusivo de 

inseticidas químicos que predominou a partir da década de 50. O MIV preconiza 

utilizar uma combinação racional de diversos métodos de controle disponíveis 

objetivando manter a densidade da população de vetores em níveis aceitáveis e da 

maneira mais efetiva, econômica e segura, incluindo componentes biológicos, 

químicos, físicos e ambientais, visando interferir o mínimo possível no ecossistema. 

No MIV, várias ações são empregadas na tentativa de englobar todas as causas do 

problema (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2008). Para programas de 

controle de mosquitos, por exemplo, estas ações podem incluir a melhoria da rede 

de esgoto e distribuição de água, eliminação física de criadouros, uso de barreiras 

físicas nas habitações, medidas de proteção individual, uso de larvicidas específicos 

em criadouros que não podem ser eliminados, além da conscientização e 

mobilização comunitária (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 1994).  

O uso de larvicidas é um componente importante dentro de programas de 

controle de culicídeos, principalmente para C. quinquefasciatus já que criadouros 

com alta densidade de larvas podem ser identificados e tratados resultando em uma 

importante redução populacional. Os biolarvicidas de maior destaque para o controle 

de vetores são à base de bactérias entomopatógenas, visto que apresentam grande 

seletividade e são inócuos para o meio ambiente. 
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2.3 Bactérias entomopatógenas 

 

As bactérias entomopatógenas estão classificadas dentre os agentes de 

controle biológico, pois são capazes de produzir toxinas com ação inseticida seletiva 

para algumas classes de insetos. Do ponto de vista aplicado, as bactérias do gênero 

Bacillus são consideradas os agentes de controle biológico mais efetivos devido à 

eficácia de suas toxinas, facilidade de produção em larga escala, de 

armazenamento, transporte e aplicação (LACEY, 2007). Duas espécies de bactérias 

entomopatógenas se destacam no controle biológico dos insetos da ordem Diptera, 

Bacillus sphaericus (Bsp) e Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) e 

larvicidas a base destes microrganismos estão sendo comercializados desde a 

década de 80. Estas bactérias produzem proteínas inseticidas que, ao serem 

ingeridas pelas larvas de espécies susceptíveis são letais devido a sua ação no trato 

digestivo. Bti tem atividade decrescente para os gêneros Aedes, Simulium, Culex e 

Mansonia. Já Bsp, tem maior especificidade para espécies dos gêneros Culex e 

Anopheles e menor para os gêneros Aedes e Mansonia (LACEY, 2007). Ae. aegypti, 

espécie de grande importância na transmissão do vírus da dengue, é altamente 

susceptível a Bti, porém é refratária a Bsp. Por outro lado, Bsp apresenta uma 

grande vantagem operacional em relação a Bti, que é a maior persistência em 

criadouros ricos em matéria orgânica, típicos de larvas de Culex, além de seus 

esporos sofrerem reciclagem nos cadáveres das larvas, o que pode ampliar seu 

período de persistência nos criadouros (NICOLAS; DARRIET; HOUGARD, 1987; 

SKOVMAND; BAUDUIN, 1997). Até o momento, foram identificadas mais de 80 

sorovariedades de Bt e a maioria delas é conhecida por sua alta atividade contra 

lepidópteros, coleópetoros ou dípteros (BERRY, 2012). 

 

 

2.4 Bacillus sphaericus 

 
Bacillus sphaericus merece destaque como agente de controle de larvas de 

C. quinquefasciatus, vetor do agente etiológico da filariose linfática no Brasil. 

Descoberto por Neide (1904), é uma bactéria Gram-positiva, saprófita e esporulante, 

geralmente encontrado em solos e ambientes aquáticos. Durante a fase de 

esporulação são produzidos esporos arredondados, localizados na região terminal 
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em um esporângio em forma de raquete, além de inclusões ou cristais que contém 

as proteínas inseticidas (Figura 2).  

 

 
Figura 2 - Visão longitudinal em micrografia eletrônica de Bacillus sphaericus, em fase de 
esporulação. 
 
 
 
 
 
 
 
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 não recebeu muita atenção 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 área. Posteriormente, 

outras cepas com alta atividade larvicida e potencial de produção 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 são as principais cepas que têm sido utilizadas 

para a produção industrial de bioinseticidas à base de Bsp. A denominação de cada 

cepa é dada de acordo com a sua origem geográfica e a sua classificação pode ser 

feita por vários métodos, sendo a técnica de aglutinação flagelar que determina os 

sorotipos, a mais utilizada. As cepas mais ativas estão 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; DELÉCLUSE, 1996; DE BARJAC et al., 1985). 

A atividade tóxica de Bsp é particularmente elevada para larvas de C. 

quinquefasciatus e produtos comerciais à base desta bactéria estão disponíveis, 

inclusive no Brasil. A eficácia do uso de Bsp para o controle de vetores já foi 

comprovada em vários países (LACEY, 2007) e uma das experiências 

C E 
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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, 

endêmicos para a filariose e que apresentavam uma alta densidade populacional do 

vetor (REGIS et al., 1995; SILVA-FILHA et al., 2001). Devido à permanência de 

áreas endêmicas na cidade de Recife, atualmente, o Programa de Controle da 

Filariose tem sido conduzido pela Secretaria de Saúde, dentro do Plano Global de 

Erradicação da Filariose estabelecido em 1997, que tem como meta a erradicação 

mundial da doença até 2020 (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 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 à base de Bsp. O programa teve início em duas áreas endêmicas, Água 

Fria e Alto Santa Terezinha, com cerca de 15.000 habitantes cada, em março de 

2003. No ano seguinte, ele foi ampliado para 55 bairros, incluindo as áreas que 

fazem limite entre o Recife e Olinda. Em 2006, foi feita a segunda e última ampliação 

do controle do vetor abrangendo a totalidade de criadouros cadastrados nas áreas 

endêmicas do Recife (RECIFE, 2008). Outra experiência bem sucedida com Bsp no 

Brasil é o seu emprego para o controle de C. quinquefasciatus ao longo do Rio 

Pinheiros em São Paulo (MARQUES-FILHO et al., 2011; SILVA-FILHA at al., 2008). 

Neste caso, Bsp tem sido aplicado desde 2003 em rotação com Bti nas áreas 

marginais ao longo de 22,4 km do rio. 

 Além de C. quinquefasciatus, os anofelinos que compreendem várias 

espécies de importância na saúde pública, como Anopheles darlingi vetor da malária 

no Brasil, têm sido alvo do controle com Bsp. Experiências bem sucedidas no Norte 

do país, área de transmissão da doença, têm sido conduzidas principalmente no que 

concerne à aplicação de Bsp em tanques de piscicultura que constituem um 

potencial criadouro para espécies do gênero Anopheles e que não podem ser 

tratados com inseticidas químicos (RODRIGUES et al., 2008).  

 

 

2.4.1 Toxinas inseticidas 

 

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

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

distintas do desenvolvimento da bactéria, e por diferentes cepas de Bsp. Cada 
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categoria será descrita a seguir e é importante ressaltar que a toxina Bin é a mais 

importante delas, visto que todos os produtos comerciais são baseados nas cepas 

produtoras desta toxina. 

Toxinas Mtx. Três tipos de toxinas denominadas mosquitocidas (Mtx) foram 

identificados: Mtx1 (100 kDa), Mtx2 (31,8 kDa) e Mtx3 (35,8 kDa). A Mtx1, 

considerada uma protoxina, foi identificada a partir da clonagem da cepa SSII-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 díptero da família Chironomidae, 

o Chironomus riparus. Outro dado importante deste estudo foi a detecção de 

atividade larvicida da Mtx1 contra Ae. aegypti, diferentemente da toxina Bin. Pelo 

fato de serem produzidas durante a fase vegetativa, as toxinas Mtx são degradadas 

por proteases e quase não 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 culicídeos (WEI; CAI; YUAN, 2006; WIRTH et al., 2007). 

Toxinas Cry. Os estudos realizados na cepa IAB59, que apresenta atividade 

inseticida para larvas de C. quinquefasciatus resistentes às cepas de Bsp 2362 e 

C3-41, que produzem apenas a toxina Bin, indicaram que esta cepa deveria produzir 

outro fator tóxico além desta toxina (PEI et al., 2002). Foram identificadas duas 

toxinas da família Cry na cepa IAB59, a Cry48Aa e Cry49Aa de 135 e 53 kDa, 

respectivamente, que agem em sinergia e, assim como a toxina Bin, são produzidas 

como inclusões cristalinas durante a fase de esporulação (JONES et al., 2007). A 

presença desta nova categoria de toxina diferente da Bin pode explicar porque esta 

cepa supera a resistência à 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 concentração equimolar. Porém, a produção destes fatores 

na cepa IAB59 não contribui para um aumento considerável de sua toxicidade 

devido ao baixo nível de acumulação da Cry48Aa em Bsp, o que impede a 

proporção de 1:1 requerida para a ação 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, não possui atividade para Ae. aegypti (JONES et al., 

2008). A constituição destas duas toxinas é única, pois a subunidade Cry48Aa é 
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uma toxina Cry de três domínios, que diferentemente das outras toxinas Cry desta 

família necessita de uma proteína acessória que é a Cry49Aa, que possui homologia 

com a toxina Bin de Bsp (JONES et al., 2007). Apesar das toxinas Mtx e Cry não 

serem utilizadas em formulações comerciais, elas apresentam grande potencial pois 

sua ação inseticida tem como alvos moléculas que são 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 ausência de resistência cruzada entre elas (WIRTH et al., 2007; 

DE MELO et al., 2008). 

Sphaericolisina. Foi descoberta em uma cepa de Bsp, A3-2, que não 

apresenta genes para as toxinas Bin ou Mtx (NISHIWAKI et al., 2007) e esta toxina 

não tem ação em dípteros, mas exibe toxicidade quando injetada em Blattela 

germanica (Blattodea) e Spodoptera litura (Lepidoptera). O gene responsável pela 

produção da sphaericolisina parece ser amplamente distribuído, 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 fluído digestivo e é possível que esta toxina contribua para a 

morte da presa, pois foi observada sua produção e secreção in vivo durante a 

proliferação de Bsp desta cepa (NISHIWAKI et al., 2007). 

Toxina Bin. Durante as investigações das propriedades inseticidas de Bsp, a 

toxina Bin foi o primeiro e principal fator tóxico a ser caracterizado. Vários estudos 

mostraram que a alta atividade inseticida de Bsp é observada, exclusivamente, 

naquelas cepas produtoras de cristal durante a fase de esporulação, que contém a 

protoxina Binária. Esta é um heterodímero formado por dois componentes 

denominados BinA e BinB que nas cepas nativas, tais como a 2362, 1593 e C3-41, 

estão presentes nos cristais em quantidades equimolares, permitindo, dessa forma, 

a toxicidade máxima da Bin. Os componentes BinA e BinB agem em sinergia e, por 

esta razão, é considerada uma toxina binária (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 tóxico para larvas de C. pipiens, embora seja requerido em altas concentrações, 

enquanto BinB isolado não é tóxico (NICOLAS et al., 1993). Posteriormente, estudos 

in vitro mostraram que o componente BinB é responsável por reconhecer e se ligar a 

receptores específicos presentes na membrana apical do epitélio intestinal das 
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larvas, enquanto BinA não tem capacidade de ligação e sua função está relacionada 

à toxicidade (CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 1997). Com base na avaliação das 

sequências do gene da toxina Bin (btx) em diversas cepas de Bsp, quatro tipos de 

toxina foram classificados e divididos em duas linhagens, segundo algumas 

diferenças observadas entre as sequências de aminoácidos, menores ou igual a 6, 

demonstrando a alta conservação entre essas sequências (PRIEST et al., 1997). O 

grupo que contém os tipos Bin1 e Bin2, mais tóxicos 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 única que apresenta baixa toxicidade dentre as cepas produtoras de toxina 

Bin. Quando comparadas as sequências de aminoácidos dos quatro tipos de toxina 

Bin, a Bin4 possui seis diferenças e uma delas ocorre no resíduo 93 que é uma 

serina, enquanto uma leucina está presente nos outros três tipos (PRIEST et al., 

1997). Yuan et al. (2001) mostraram que esta alteração da Bin4 é responsável pela 

diminuição da toxicidade da cepa LP1-G e sugerem que essa posição deve ser um 

elemento chave na formação do complexo BinA-BinB responsável pela toxicidade de 

Bsp. 

Alguns avanços têm sido realizados na elucidação da estrutura da toxina Bin, 

mas até o momento nenhuma estrutura tridimensional foi obtida por cristalografia 

(BERRY, 2012). Devido à ausência de dados estruturais, os domínios funcionais das 

subunidades BinA e BinB têm sido determinados através de diferentes técnicas, 

como a mutagênese seguida de ensaios de funcionalidade (ROMÃO et al., 2011). A 

estrutura secundária da BinA indica uma composição 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 relação a BinA (TANGSONGCHAROEN et al., 

2011). A interação entre estes dois componentes, necessária para a atividade da 

toxina Bin, aumenta a composição de folhas beta levando a mudanças estruturais 

deste complexo e, dessa forma, ocorre sua interação com o epitélio intestinal 

(BOONSERM et al., 2006). Até o momento foram identificadas regiões de 

aminoácidos importantes para as interações entre os componentes BinA e BinB e 

com o receptor. Em BinB, a região entre os resíduos 33-158 foi caracterizada como 

importante na interação com o receptor e os resíduos 147-149 parecem ser críticos 

para esta ligação (ROMÃO et al., 2011). Outro estudo sugeriu que o resíduo 150 
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também parece ser importante na interação com o receptor (SINGKHAMANAN et al., 

2010). 

 

 

2.4.2 Modo de ação da toxina Bin 

 

Bsp apresenta um espectro de ação restrito para larvas de mosquitos e as 

espécies do complexo Culex pipiens são consideradas as mais sensíveis (LACEY et 

al., 1988, DAVIDSON; YOUSTEN, 1990; GROVES; MEISCH, 1996). As cepas 

produtoras de cristais contendo a toxina Bin são as únicas utilizadas na preparação 

de produtos comerciais à base de Bsp, visto que este é o principal fator tóxico 

produzido por este biolarvicida. Quando ingerido pelas larvas, o cristal produzido 

durante a fase de esporulação 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 polipeptídeos de 42 e 51 kDa 

(BAUMANN; BROADWELL; BAUMANN, 1988), denominados BinA e BinB, 

respectivamente, que após a ativação proteolítica, são clivados em fragmentos de 

39 e 43 kDa, respectivamente. As etapas iniciais do modo de ação, tais como a 

necessidade de ingestão do cristal, aliado a um pH intestinal alcalino (10) e à 

proteólise enzimática são, sem dúvida, aspectos seletivos da toxicidade de Bsp. 

Porém, a etapa determinante do modo de ação da toxina Bin é o reconhecimento e 

ligação a receptores específicos presentes na superfície das microvilosidades 

intestinais. A presença dos receptores já foi demonstrada em larvas de C. pipiens, C. 

quinquefasciatus, Anopheles gambiae e Anopheles stephensi, através de ensaios de 

ligação 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 são capazes de processar o cristal, no entanto são refratárias a Bsp, 

pois não possuem receptores específicos para a toxina Bin no epitélio intestinal 

(NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992).  

A atividade in vivo de Bsp é diretamente correlacionada com a afinidade de 

ligação observada entre a toxina Bin e o receptor, ou seja, um padrão decrescente 

de ligação entre a toxina Bin e a susceptibilidade é encontrado para C. 

quinquefasciatus, An. stephensi, An. gambiae e Ae. aegypti, espécie refratária, onde 
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o nível de ligação específica é extremamente baixo (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 

1992; SILVA-FILHA et al., 1997). A distribuição dos receptores no mesêntero da 

maioria das espécies de Culex susceptíveis é regional e ocorre principalmente no 

ceco gástrico e no intestino posterior (CHARLES et al., 1996). Ainda não foram 

elucidadas todas as etapas que sucedem a ligação da toxina ao receptor, porém a 

partir de 15 minutos após a ingestão do cristal protéico, podem ser observadas 

alterações nas células epiteliais do intestino das larvas, como destruição das 

microvilosidades, vacuolização citoplasmática, intumescimento das mitocôndrias e 

alterações do retículo endoplasmático 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 possível registrar a imunolocalização da toxina Bin no 

interior das células epiteliais de larvas de C. quinquefasciatus tratadas com uma 

dose letal, sugerindo uma possível internalização da toxina (SILVA-FILHA; 

PEIXOTO, 2003). Opota et al. (2011) identificaram alguns eventos que ocorrem após 

ligação da toxina Bin utilizando uma linhagem celular epitelial de mamíferos 

expressando o receptor para a toxina Bin. Além da formação de poros e 

vacuolização, há uma indução do processo de autofagia nas células intoxicadas, 

além de sua internalização em vias de reciclagem para evitar a degradação da 

própria toxina. As principais etapas do modo de ação da toxina Bin estão descritas 

na Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chalegre, K. D. M.               Caracterização e detecção molecular de alelos de resistência...            35 
 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Romão (2010). 
Nota: Após a ingestão pela larva, o cristal é solubilizado em pH alcalino, a protoxina Bin é 
liberada no lúmen intestinal e processada até a forma de toxina ativa. Esta interage com 
receptores específicos presentes na membrana apical do epitélio intestinal e desencadeia os 
efeitos citopatológicos que levam à morte da larva. 
 
 

2.5 Receptores da toxina Bin 

 

Como descrito na seção anterior, a ligação da toxina Bin à receptores 

específicos presentes no epitélio intestinal nas larvas de culicídeos é crucial para a 

atividade inseticida de Bsp. O receptor da toxina Bin presente no mesêntero de C. 

pipiens e C. quinquefasciatus, principais espécies-alvo de Bsp, é uma -glicosidase 

(EC 3.2.1.20) de cerca de 60 kDa, com 580 aminoácidos, ligada à membrana apical 

do epitélio intestinal, através de uma âncora do tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI) 

(SILVA-FILHA et al., 1999; DARBOUX et al., 2001; PAUCHET et al., 2005; ROMÃO 

et al., 2006). Os receptores nestas espécies citadas acima foram denominados 

Cpm1 e Cqm1, em referência à “C. pipiens ou C. quinquefasciatus, maltase 1”, 

respectivamente. As sequências do cDNA de cpm1 e cqm1 possuem 1871 e 1851 

pb, respectivamente, com uma região codificante de 1743 pb, e estão depositadas 
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no GenBank sob os números de acesso AF222024 e DQ333335 (DARBOUX et al., 

2001; ROMÃO et al., 2006). O receptor Cqm1 compartilha uma identidade de 97% 

ao nível de aminoácidos em relação ao Cpm1 e de 66%, 74% e 65% com maltases 

ortólogas de An. gambiae¸ Ae. aegypti e Drosophila melanogaster, respectivamente 

(NENE, et al. 2007; OPOTA et al., 2008; ROMÃO et al., 2006). Em An. gambiae, a 

proteína ortóloga Agm3 foi caracterizada como o receptor da toxina Bin. A sequência 

de aminoácidos do Agm3 apresenta alta homologia com as sequências do Cqm1 e 

Cpm1, principalmente na região N-terminal, onde possivelmente está localizado o 

sítio de ligação à toxina Bin (OPOTA et al., 2008; ROMÃO et al., 2006). O 

reconhecimento e a ligação da toxina Bin ao receptor são considerados etapas 

chave na ação 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 -glicosidase, Aam1, ortóloga e com 80% de similaridade à 

Cqm1, no entanto, tal molécula não é capaz de interagir com a toxina Bin, 

demonstrando que diferenças nas sequências destas proteínas sejam determinantes 

na especificidade da ligação (FERREIRA et al., 2010). 

As -glicosidases em questão, além de terem um sítio funcional para o seu 

papel de receptor da toxina Bin, têm um papel primordial na digestão dos insetos. O 

metabolismo energético da maioria dos mosquitos depende da ingestão de glicose, 

sacarose, maltose e frutose e as -glicosidades atuam na clivagem de 

oligossacarídeos que são parte importante da nutrição de mosquitos (KRASIKOV; 

KARELOV; FIRSOV, 2001). As -glicosidases no intestino de insetos podem ser 

solúveis ou ligadas à membrana (SILVA; TERRA, 1995) e sua atividade relativa e 

distribuição foi de 75% no lúmen do intestino médio posterior e 25% no intestino 

anterior (BILLINGSLEY; HECKER, 1991). Para o funcionamento dessas moléculas 

como receptores da toxina Bin, são essenciais a sua apresentação no epitélio 

intestinal via âncora GPI, o seu estado conformacional nativo, bem como a 

integridade do epitopo de ligação da toxina (FERREIRA et al., 2010). Esses dois 

últimos fatores, apesar de serem cruciais, ainda são poucos conhecidos, visto que a 

estrutura do receptor Cqm1 não está disponível.  
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2.6 Resistência à toxina Bin 

 

 O modo de ação de Bsp baseado na interação apenas da toxina Bin a uma 

única classe de receptores (Cqm1) pode favorecer a seleção de alelos de resistência 

(r), caso a população de culicídeo seja exposta de forma contínua a este agente. 

Populações de larvas de Culex podem apresentar resistência a Bsp após serem 

submetidas à forte pressão de seleção, sob condições de laboratório 

(RODCHAROEN; MULLA, 1994; WIRTH et al., 2000; PEI et al., 2002; AMORIM et 

al., 2007) ou de campo (SINÈGRE 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 atenção para a necessidade de 

racionalizar o uso de Bsp, a fim de evitar a seleção de populações resistentes.  

A primeira colônia resistente obtida sob condições de laboratório, GEO, foi 

submetida à forte pressão de seleção e atingiu uma razão de resistência (RR) da 

ordem de 100.000 vezes, em relação à colônia susceptível (WIRTH et al., 2000). Em 

outro estudo realizado em laboratório, foram selecionadas duas colônias de C. 

quinquefasciatus, no Brasil e na China, que atingiram um alto nível de resistência 

(>100.000) (PEI et al., 2002). Também foi demonstrado que é possível selecionar a 

resistência a Bsp cepa IAB59, sob condições de laboratório, embora esta seleção 

tenha ocorrido de forma mais lenta em relação a Bsp 2362, pois como descrito 

anteriormente, esta cepa possui além da toxina Bin, toxinas Cry. Mesmo assim, o 

nível de resistência chegou a mais de 40.000 vezes (AMORIM et al., 2007). Em 

campo, já foram detectadas populações com níveis de resistência variáveis na 

França (SINÈGRE et al., 1994; CHEVILLON et al., 2001), Índia (RAO et al., 1995), 

China (YUAN; ZHANG; LIU, 2000), Tunísia (NIELSEN-LEROUX et al., 2002) e na 

Tailândia (MULLA et al., 2003). O processo de seleção da resistência em 

populações de campo é modulado por diversos fatores relativos ao background 

genético da população, tal como a frequência inicial de alelos r e modo de herança, 

bem como fatores ecológicos e ambientais.  
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Tabela 1 – Colônias de Culex sp. selecionadas sob condições de laboratório (Lab) ou populações de campo expostas ao tratamento com o 
Bacillus sphaericus que apresentaram alterações na susceptibilidade a este agente. 

Colônia ou 

população País Origem 
Razão de 

resistência3 

Ligação 
toxina-

receptor 
Alelo r 

Forma de 

herança4 
Referência 

GEO1 EUA Lab >100.000 Não cpm1GEO R/A WIRTH et al., 2000 

R23622 Brasil Lab >100.000 Não cqm1REC R/A PEI et al., 2002 

RIAB592 Brasil Lab ≈40.000 Não cqm1REC  R/A AMORIM et al., 2007 

RLCq1/C3-412 China Lab >100.000 Não ND R/A PEI et al., 2002 

Kochi2 Índia Campo ≈150 ND ND ND RAO et al., 1995 

SPHAE1 França Campo >20.000 Sim ND R/S NIELSEN-LEROUX et al., 1997 

RFCq12 China Campo >20.000 ND ND ND YUAN et al., 2000 

TUNIS1 Tunísia Campo ≈750 Sim ND R/S NIELSEN-LEROUX et al., 2002 

BP1 França Campo >5.000 Não 
cpm1BP 

cpm1BP-del 
R/S CHEVILLON et al., 2001 

Wat Pikul1 Tailândia Campo >125.000 ND ND ND MULLA et al., 2003 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
1C. pipiens.  
2C. quinquefasciatus. 
3Razão entre a concentração letal do B. sphaericus para 50% (LC50) das larvas em 48h da colônia avaliada e a LC50 observada para uma 
colônia susceptível usada como referência no estudo. 
4R/A: Recessiva autossômica; R/S: Recessiva ligada ao sexo 
ND: não determinado. 



Chalegre, K. D. M.               Caracterização e detecção molecular de alelos de resistência...            39 
 

2.6.1 Mecanismos e bases moleculares  

 

A investigação de algumas populações de Culex mostrou que o mecanismo 

de resistência detectado com maior frequência está relacionado a falhas que podem 

ocorrer na ligação 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 já foram detectadas populações 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 

os mecanismos responsáveis pela resistência ainda não foram elucidados 

(NIELSEN-LEROUX et al., 1997; 2002), indicando que há mecanismos de 

internalização ou de sinalização da toxicidade falhos.  

A base molecular da resistência foi elucidada em duas colônias de Culex 

selecionadas sob condições de laboratório, GEO (EUA) e R2362 (Brasil), e em uma 

população natural denominada BP (França). Nos três casos, as larvas são altamente 

resistentes a Bsp e exibem um mecanismo de falha de ligação 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 colônia GEO de 

C. pipiens, uma mutação pontual no gene cpm1 (alelo cpm1GEO), a troca de uma 

timina por uma adenina na posição 1706, gera um códon de terminação de tradução 

prematuro levando à produção de uma proteína de 568 aminoácidos, desprovida de 

âncora GPI, que seria secretada no lúmen intestinal (DARBOUX et al., 2002). Por 

esta razão, não há receptores ligados ao epitélio intestinal e, consequentemente, a 

toxina Bin não apresenta ação inseticida para larvas desta colônia.  

Na colônia R2362 de C. quinquefasciatus, o gene cqm1 apresentou uma 

deleção de 19 nucleotídeos na posição 1334-1352 (alelo cqm1REC), que causa uma 

mudança na fase de leitura, gerando um códon de terminação da tradução 

prematuro (ROMÃO et al., 2006). Neste caso, a exemplo da colônia GEO, caso o 

RNA mensageiro fosse traduzido e a proteína fosse estável, a mesma seria solúvel, 

impedindo a ação da toxina Bin, pois não haveria receptores disponíveis no epitélio. 

A proteína truncada de 452 aminoácidos que seria codificada pelo alelo cqm1REC 

não foi observada em amostras de microvilli intestinal de larvas da colônia R2362 a 

partir de ensaios de imunodetecção, indicando que esta proteína possivelmente não 

é expressa (ROMÃO et al., 2006).  
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No caso da população BP da França, foi detectada a co-existência de dois 

alelos, denominados cpm1BP e cpm1BP–del, que estão associados à resistência a 

Bsp em larvas de C. pipiens (CHEVILLON et al., 2001; DARBOUX et al., 2007). O 

alelo cpm1BP possui uma mutação “nonsense” (Gln396Stop) que leva à formação de 

um códon de terminação prematuro, tal como ocorre nas colônias GEO e R2362, 

ocasionando a síntese de uma proteína truncada com 395 aminoácidos, sem a 

âncora GPI. O outro alelo r identificado foi o cpm1BP–del, originado a partir da 

inserção de um elemento transponível no éxon 2. Esta inserção modifica o 

processamento do RNA mensageiro, gerando uma deleção de 198 nt neste éxon. 

Esta deleção não muda a fase de leitura e provoca a produção de uma proteína de 

514 aminoácidos ligada ao epitélio intestinal, pois retém a sequência da âncora GPI 

na porção C-terminal. Entretanto, esta proteína é incapaz de se ligar à toxina Bin 

possivelmente devido à perda de 66 aminoácidos que deve afetar o sítio de ligação 

do receptor ou causar mudanças na conformação da molécula, parâmetros 

essenciais para a funcionalidade como receptor da toxina Bin (DARBOUX et al., 

2007). 

 

 

2.6.2 A resistência da colônia R2362 

 

 A colônia R2362 tem um papel central neste estudo, pois o alelo cqm1REC que 

foi caracterizado previamente nesta colônia (ROMÃO et al., 2006) foi alvo de 

screening em populações de C. quinquefasciatus e um novo alelo r foi detectado na 

colônia e caracterizado neste trabalho. Esta colônia de C. quinquefasciatus 

altamente resistente foi fundada a partir da colônia susceptível (S), originada de um 

grande número de ovos coletados de diferentes criadouros no Recife (PE), e foi 

selecionada em laboratório com Bsp 2362 até atingir um alto nível de resistência, 

observado após 46 gerações (PEI et al., 2002). O mecanismo de resistência 

associado a esta colônia é uma falha na ligação da toxina ao receptor Cqm1 

(OLIVEIRA et al., 2004; ROMÃO et al., 2006). O perfil de -glicosidases detectado a 

partir de amostras de microvilosidades intestinais de larvas susceptíveis de C. 

quinquefasciatus, submetido a um ensaio enzimático in gel, é composto por cinco 

bandas de clivagem correspondentes às proteínas com atividade -glicosidase 

(Figura 4A, S). Larvas da colônia R2362, cuja resistência está associada à ausência 
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da -glicosidase Cqm1 no microvilli intestinal, diferem em apenas uma banda, 

correspondente ao receptor Cqm1 (Figura 4, R) (ROMÃO et al., 2006).  

 Como descrito na seção anterior, o alelo responsável por este mecanismo é o 

cqm1REC (ROMÃO et al., 2006). Este confere resistência total a Bsp pois impede a 

expressão do receptor Cqm1 no epitélio, sítio-alvo da toxina Bin, e uma amostra de 

indivíduos analisados no período de caracterização molecular da resistência desta 

colônia mostraram o genótipo homozigoto para o alelo cqm1REC (ROMÃO et al., 

2006). A colônia vem sendo mantida sob pressão de seleção há mais de 190 

gerações e o fenótipo de alto nível de resistência (>100.000 vezes) é monitorado 

periodicamente através de bioensaios de dose-diagnóstica. Após uma análise do 

genótipo das larvas desta colônia, foram observadas mudanças quanto à 

composição homozigota para o alelo cqm1REC característico da R2362 e a partir de 

investigações recentes, foi detectada a presença de outro polimorfismo, cuja 

caracterização é um dos alvos deste estudo, que confere resistência na colônia e é 

diferente daquele encontrado no alelo cqm1REC. 

Uma avaliação prévia de polimorfismos no gene cqm1 mostrou a existência 

de pelo menos 13 substituições de aminoácidos na sequência deduzida do receptor 

Cqm1 obtida a partir da análise de indivíduos da população tratada de Água Fria 

(CHALEGRE, 2008). Sete dentre as 13 mudanças de aminoácidos observadas 

ocorreram na parte C-terminal da molécula, entre as posições 430 e 556, região 

onde foram descritos, nas espécies analisadas, as mutações que levam à 

resistência via perda da âncora GPI, apesar destas modificações não apresentarem, 

aparentemente, associação com a resistência (DARBOUX et al., 2002; 2007; 

ROMÃO et al., 2006). O alto polimorfismo associado a este gene indica que outros 

alelos r podem ocorrer e serem selecionados em uma dada população submetida a 

tratamento com Bsp. A maioria dos estudos de sucessão de alelos r em mosquitos 

tem sido realizada no campo e, portanto, podem estar mais sujeitos a variáveis não 

controladas. Na colônia R2362 parece ter havido uma co-seleção de alelos e as 

condições sob as quais este fenômeno ocorreu permitem a realização de uma série 

de estudos para inferir quais são os fatores que estão contribuindo para este 

processo, sem interferência externa visto que este fenômeno ocorreu em uma 

colônia de laboratório.  
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Figura 4 - Perfil das -glicosidases presentes em larvas de Culex quinquefasciatus 
sensíveis (S) e resistentes (R) a Bacillus sphaericus. 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
Fonte: Romão et al. (2006), modificado. 
Nota: A: Ensaios in gel de -glicosidases realizados com amostras de microvilli intestinal de 
larvas S e R. B: Imunodetecção das amostras mostradas em A com anticorpo anti -
glicosidase Cqm1. Setas indicam o receptor Cqm1. Peso molecular em kDa à direita.  
 
 

2.7 Manejo da resistência 

 

A maioria das estratégias de manejo da resistência tem sido desenvolvida a 

partir de modelos que assumem que a frequência inicial de alelos r em uma dada 

população é baixa e a herança desta característica é 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 resistência cruzada entre várias cepas de Bsp de alta 

toxicidade (2362, 1593 e C3-41), pois estas cepas produzem unicamente a toxina 

Bin como principal fator tóxico (AQUINO-DE-MURO; PRIEST, 1994; PRIEST et al., 

1997). As pequenas diferenças na sequência de aminoácidos das toxinas Bin1 e Bin 

2 das cepas acima não são importantes na estrutura e função do complexo toxina-

receptor e, consequentemente, da atividade larvicida (SILVA-FILHA et al., 2004).  

No caso de ocorrer a seleção de resistência em uma população exposta ao 

biolarvicida, é possível interromper e reverter este processo através da introdução 

de um novo agente de controle, como Bti, em sistema de rotação, com modo de 

ação distinto de Bsp e que tem a capacidade de eliminar os indivíduos resistentes 

(SILVA-FILHA; REGIS, 1997; MULLA et al., 2003). Também se admite, devido à 

herança recessiva de muitos alelos r, que indivíduos resistentes homozigotos podem 

acasalar com susceptíveis homozigotos, presentes na população, devido a refúgios 

não tratados ou provenientes de migração, dando origem a heterozigotos que 

podem ser eliminados pela ação de Bsp ou de outro agente de controle. A rotação 

A B 

S S R R 
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de agentes com princípios inseticidas diferentes é uma estratégia utilizada para 

evitar a seleção da resistência a Bsp e um exemplo é o uso de misturas de Bsp e 

Bti, que reduziria o risco de seleção 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 experiências têm sido realizadas com produtos à 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 gêneros Culex e Aedes (ANDERSON et al., 2011; DRITZ et al., 

2011). A avaliação do sucesso dessas estratégias dependerá do monitoramento da 

resistência ao longo dos programas de controle de vetores. Este monitoramento 

pode ser realizado a partir de ensaios de susceptibilidade in vivo, ensaios 

bioquímicos para avaliar a expressão de moléculas alvo de inseticidas e análises da 

frequência de alelos r antes e durante o tratamento. É importante ressaltar que o 

ensaio de susceptibilidade in vivo de larvas, método mais utilizado, não fornece 

informações suficientes quanto à seleção de resistência em estágios iniciais, pois 

falham em detectar indivíduos heterozigotos para os alelos r. Por estas razões, 

medidas de monitoramento baseadas no estudo da frequência destes alelos, a partir 

de ferramentas moleculares, são mais informativas quanto ao estado real de 

susceptibilidade de uma população (TABASHNIK; GOULD; CARRIÈRE, 2004).  

 

 

2.8 Caracterização de alelos r que conferem resistência a biolarvicidas 

 
 

Embora já se saiba muito sobre a natureza da resistência aos inseticidas, não 

é possível afirmar com certeza se todos os alelos r estavam presentes nas 

populações antes da introdução dos inseticidas. Se isto ocorrer, então a frequência 

de alelos r, após a introdução de um agente de controle, deverá aumentar devido à 

pressão de seleção (FFRENCH-CONSTANT, 2007). A caracterização do mecanismo 

de resistência e de suas bases genéticas é fundamental para o desenvolvimento de 

ferramentas moleculares para detectar e monitorar genes associados à resistência. 

Sabe-se que um dos fatores determinantes para a evolução do processo de seleção 

é a frequência inicial dos alelos que conferem a resistência em populações naturais, 

bem como seu modo de herança.  
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O desenvolvimento e a adoção do plantio de cultivares transgênicos que 

expressam toxinas Cry do entomopatógeno B. thuringiensis (Bt) levaram à 

realização de estudos da avaliação da frequência de alelos r em populações de 

insetos pragas antes e/ou após a introdução destes cultivares Bt no campo (HUANG 

et al., 2012; ZHAO et al., 2002; WENES et al., 2006; GÉNISSEL et al., 2003; 

TABASHNIK et al., 2000; GOULD et al., 1997). A tabela 2 reúne dados de 

frequências de alelos de resistência ligados a toxinas de Bt e à toxina Bin de Bsp 

que foram obtidos por ensaios de susceptibilidade ou por PCR alelo-específica. 

O método mais utilizado para avaliar esta frequência, denominado “F2 

screen”, foi proposto por Andow e Alstad (1998). Este método consiste em (1) 

coletar fêmeas de campo acasaladas; (2) manter a progênie F1 de cada fêmea 

separada e acasalar os adultos desta progênie entre si; (3) coletar os ovos obtidos 

dos acasalamentos da F1 de cada linhagem e submeter os neonatos da geração F2 

à avaliação da susceptibilidade; (4) fazer inferências quanto à frequência do alelo r 

na população de campo a partir da análise estatística dos dados obtidos a partir dos 

ensaios de susceptibilidade. Entretanto, é difícil estimar a frequência de alelos r 

recessivos a partir de bioensaios que só detectam homozigotos resistentes, pois sua 

frequência é proporcional ao quadrado da frequência do alelo r, ou seja, se esta 

frequência for muito baixa, a amostra de indivíduos a ser analisada deverá ser 

grande. Com a recente caracterização de alelos r e o estabelecimento de colônias 

resistentes mantidas em laboratório, é possível realizar as análises de frequências 

através do “F1 screen”, cujo método é mais rápido para a detecção de alelos de um 

determinado gene ligado à resistência. Nesta avaliação, indivíduos provenientes de 

campo são individualmente acasalados com os indivíduos homozigotos da colônia 

resistente e a geração F1 obtida deste cruzamento é submetida a testes de 

susceptibilidade para identificar na prole indivíduos homozigotos resistentes para o 

alelo r analisado (ZHAO et al., 2010). 

Gould et al. (1997) realizaram a primeira avaliação para estimar a frequência 

do alelo r em populações de campo do lepidóptero praga do algodoeiro Heliothis 

virescens, conhecido como lagarta-das-maçãs, em áreas onde o algodão Bt não 

havia sido comercializado. A avaliação por “F2 screen” apontou que o principal alelo 

de resistência teria uma frequência de 0,0015 na população. Em populações de 

campo de Pectinophora gossypiella, um lepidóptero praga do algodoeiro, coletadas 

no estado americano do Arizona, foi estimada uma frequência 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 frequência caiu 

para 0,007 e 0. Devido à plantação do algodão Bt ocorrer em grande escala no 

Arizona desde 1995, esperava-se um aumento desta frequência ocasionado por 

uma possível pressão de seleção, porém isto não foi detectado (TABASHNIK et al., 

2000).  

Um estudo realizado em populações de outro lepidóptero praga, a broca do 

colmo de milho, Ostrinia nubilalis, coletadas na França e nos Estados Unidos 

demonstrou que a frequência do alelo r foi inferior a 9,2 e 4,23 x 10-4, 

respectivamente (BOURGUET et al., 2003). Estes dados diferem das frequências 

iniciais encontradas para Heliothis virescens (GOULD et al., 1997) e Pectinophora 

gossypiella (TABASHNIK et al., 2000), levando à conclusão que estes alelos são 

raros naquelas áreas onde O. nubilalis é a principal praga do milho (BOURGUET et 

al., 2003). Outro estudo, realizado com o lepidóptero Sesamia nonagrioides, praga 

do milho, apontou que frequência de alelos de resistência à toxina Cry1Ab, em 

populações da Espanha e Grécia, foi de 0,0086 e 0,0097, respectivamente 

(ANDREADIS et al., 2007). 

Génissel et al. (2003) estimaram a frequência do alelo r em Chrysomela 

tremulae, um coleóptero praga do álamo, árvore das florestas boreais, em áreas da 

França, e a frequência, 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 população anterior, a frequência inicial do alelo r foi estimada em 

0,011, estatisticamente similar àquela encontrada na população 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 avaliação da resistência à toxina Cry1Ab presente no milho Bt 

na Luisiana e Mississipi, EUA. De 2007 a 2009, a população de Luisiana apresentou 

uma frequência do principal alelo de resistência de 0,0177 no ano de 2009, que foi 

16 vezes maior comparada com a frequência de 0,0011 identificada entre 2004 e 

2008, o que pode estar relacionado a uma maior pressão de seleção já 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 F2 screen, ou seja, 

na avaliação da susceptibilidade in vivo dos insetos para detecção de homozigotos e 

a estimativa de heterozigotos.  
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Até o momento, 14 alelos da caderina ligados à resistência à toxina Cry1Ac 

foram identificados em três espécies de lepidópteros, 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-específica 

mais de 5.500 larvas de Pectinophora gossypiella (Lepidoptera) coletadas de 

campos de algodão nos Estados Unidos e não detectaram nenhum alelo de três r 

avaliados nesta busca, e a frequência, estimada através de modelos estatísticos, 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 indivíduos e 

o alelo de resistência não foi detectado com uma frequência estimada 

estatisticamente de 0,00007. Uma das possíveis razões para estes alelos r não 

terem sido detectados em campo pode ser devido à sua caracterização a partir de 

colônias resistentes selecionadas em condições de laboratório e, portanto, é 

possível que tais alelos não ocorram necessariamente em campo. Por isso é 

importante o estabelecimento de um sistema de vigilância que integre, dentro do seu 

escopo, um método baseado na detecção de alelos r que foram caracterizados no 

campo (YANG et al., 2006). 

Como descrito, uma alternativa útil, para identificar alelos r nas populações é 

a utilização do método “F1 screen”. Na China, o algodão Bt foi adotado há 13 anos 

para evitar os danos causados por H. armigera e representa aproximadamente 70% 

de todo o algodão plantado naquele país (JAMES, 2008). Essa grande cobertura de 

algodão Bt pode exercer, consequentemente, uma forte pressão de seleção e a 

resistência em H. armigera é considerada o maior desafio a ser superado para o 

sucesso a longo prazo desse cultivar transgênico (ZHAO et al., 2010). Neste estudo, 

baseado na análise de acasalamentos de indivíduos provenientes de uma área com 

plantio Bt por mais de 10 anos, mostrou que a frequência de um dos 14 alelos r 

caracterizados para a caderina foi de 0,024. Outros trabalhos demonstram que as 

frequências de alelos r para toxinas do Bt são variáveis e, portanto, a avaliação 

deste parâmetro constitui uma ferramenta importante para diminuir o risco de 

seleção da resistência em diferentes situações (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 detecção direta de alelos r para um 

biolarvicida em populações de campo através de PCR foi realizado por Chalegre et 

al. (2009). Neste estudo a frequência do alelo cqm1REC que confere resistência a 
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Bsp, e foi caracterizado na colônia R2362, foi avaliada em uma população tratada e 

duas não tratadas. Foi demonstrado que a frequência do alelo cqm1REC foi mais 

elevada na população tratada (ordem de 10-2) em relação às áreas não tratadas 

(ordem de 10-3) (CHALEGRE et al, 2009). A detecção desta frequência em 

populações naturais não tratadas é importante para avaliar comparativamente, com 

populações sob tratamento, o risco de seleção para resistência. As frequências do 

alelo cqm1REC encontradas nas populações naturais não tratadas analisadas neste 

trabalho mostram que o monitoramento da resistência é parte fundamental de um 

programa de controle. No caso de outros alelos r oriundos de áreas geográficas 

diferentes, como o cpm1GEO, cpm1BP, cpm1BP-del, não se sabe se ocorrem nas 

populações de C. quinquefasciatus da RMR e em que frequência. 
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Tabela 2 – Estimativas de frequências de alelos de resistência às toxinas dos biolarvicidas Bacillus thuringiensis (Bt) 
e Bacillus sphaericus (Bsp) em diferentes espécies de insetos.  

                                                                                                                                                                              (continua) 

Inseto Agente de seleção País Método Frequência Referência 

Chrysomela tremulae Álamo-Bt França F2 screen 0,0037 Génissel et al., 2003 

C. tremulae Álamo-Bt França F2 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 F2 screen 0,017 Huang et al., 2012 

Helicoverpa armigera Algodão-Bt China F2 screen 0,0146 Xu et al., 2009 

H. armigera Algodão-Bt China F1 screen 0,024 Zhao et al., 2010 

H. armigera  Algodão-Bt Austrália F2 screen 0,009 Downes; Mahon, 2012 

Helicoverpa punctigera Algodão-Bt Austrália F2 screen 0,005 Downes; Mahon, 2012 

Helicoverpa zea Algodão-Bt EUA F2 screen 0,00039 e 0,00043 Burd et al., 2003 

Heliothis virescens Algodão-Bt EUA F2 screen 0,0015 Gould et al., 1997 

H. virescens Algodão-Bt EUA PCR 0,00007 Gahan et al., 2007 

Ostrinia nubilalis Milho-Bt EUA F2 screen 0,0039 Andow et al., 2000 

O. nubilalis Milho-Bt França F2 screen < 0,00092 Bourguet et al., 2003 

O. nubilalis Milho-Bt EUA F2 screen 0,000423 Bourguet et al., 2003 

Pectinophora gossypiella Algodão-Bt EUA F2 screen 0,16; 0,07 e 0 Tabashnik et al., 2000 
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Tabela 2 – Estimativas de frequências de alelos de resistência às toxinas dos biolarvicidas Bacillus thuringiensis (Bt) 
e Bacillus sphaericus (Bsp) em diferentes espécies de insetos. 

                                                                                                                                                               (conclusão)               

Inseto Agente de seleção País Método Frequência Referência 

P. gossypiella Algodão-Bt EUA PCR 0,0003 Tabashnik et al., 2006 

Scirpophaga incertulas Arroz-Bt Filipinas F2 screen 0,0036 Bentur et al., 2000 

Sesamia nonagrioides Milho-Bt Espanha F2 screen 0,0086 Andreadis et al., 2007 

S. nonagrioides Milho-Bt Grécia F2 screen 0,0097 Andreadis et al., 2007 

          Fonte: Elaborada pelo autor.



Chalegre, K. D. M.               Caracterização e detecção molecular de alelos de resistência...            50 
 

2.9 Custo biológico da resistência 

 

 Um tema central no estudo da resistência é a compreensão dos fatores que 

determinam o surgimento, aumento e distribuição dos alelos de resistência nas 

populações e o potencial custo biológico que pode estar associado a este fenótipo 

(RIGBY; HECHINGER; STEVENS; 2002). Este custo é visto geralmente como uma 

consequência da realocação de fontes limitadas, que são necessárias em vários 

aspectos do desempenho biológico do inseto, para a maquinaria que confere o 

fenótipo de resistência (SHELDON; VERHULST, 1996). 

O fitness ou desempenho biológico é geralmente definido como o sucesso 

reprodutivo ou a contribuição genética de um indivíduo para a próxima geração em 

relação a outros membros da mesma população. Embora o indivíduo possa se 

beneficiar do fenótipo de resistência, por evitar ou diminuir os efeitos causados, 

neste caso pelo agente inseticida, as defesas utilizadas para alcançar a resistência 

poderiam ter um custo associado ao fitness, quando este supera seus benefícios 

(RIGBY; HECHINGER; STEVENS, 2002). Sendo assim, a evolução da resistência 

dos insetos aos inseticidas pode ser influenciada diretamente pelo custo biológico, 

que seria a diminuição do desempenho biológico que pode ocorrer, quando genes 

com uma função importante são afetados em associação aos genes de resistência, 

na ausência da pressão de seleção (COUSTAU; CHEVILLON; FFRENCH-

CONSTANT, 2000). No entanto, a análise do desempenho biológico é algo 

complexo, sendo necessária a avaliação de diversos parâmetros tais como 

sobrevivência, crescimento e reprodução para se chegar a uma conclusão definitiva 

(RIGBY; HECHINGER; STEVENS, 2002; GASSMAN; CARRIÈRE; TABASHNIK, 

2009).  

Foi observado que os efeitos pleiotrópicos negativos no desempenho 

biológico podem ser reduzidos sequencialmente por seleção natural e a substituição 

alélica pode ocorrer para modificar ou compensar o custo biológico de um 

determinado alelo r (FISHER, 1928; 1958). Quando um polimorfismo surge e está 

ligado à resistência ou a outras características que tragam vantagem ao indivíduo 

em determinados ambientes, ele pode estar associado a um custo. Embora essa 

mutação inicial possa apresentar um elevado custo, deve ser reconhecido que se 

esta confere uma vantagem sob alguma circunstância, mutações secundárias 

subsequentes poderiam ocorrer para reduzir o custo biológico (RIGBY; 
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HECHINGER; STEVENS, 2002). No entanto, quando o ambiente tem forte pressão 

de seleção, o alelo que apresenta maior custo pode permanecer em frequências 

elevadas, pois são capazes de conferir o fenótipo resistente mais bem sucedido 

(LABBÉ et al., 2009). Outro ponto importante que precisa ser destacado é que, 

embora a resistência esteja geralmente associada a custos relacionados ao fitness, 

alguns alelos r podem persistir nas populações de campo sem uma forte pressão de 

seleção com inseticida (FFRENCH-CONSTANT, 1994; FFRENCH-CONSTANT et 

al., 2000). 
Análises de populações de C. pipiens em Montpellier, sul da França, expostas 

à pressão de seleção com diferentes inseticidas, incluindo organofosforados, têm 

demonstrado que alelos de resistência têm sido sequencialmente substituídos por 

outros ao longo de 23 anos nesta população (GUILLEMAUD et al., 1998). Em outro 

estudo, realizado na mesma região, foi verificada em uma população de C. pipiens a 

substituição do alelo Ester1 pelo Ester4 por este último oferecer o mesmo fenótipo de 

resistência, mas com um custo biológico menor para o mosquito. Um segundo 

evento de substituição ocorreu, no qual o Ester4 foi substituído pelo Ester2. Este 

último oferece um custo mais elevado, porém possui uma vantagem seletiva maior 

na área tratada com o inseticida. Estes dados revelam a importância do 

conhecimento sobre as condições nas quais os indivíduos estão expostos, pois 

reforçam o conceito de adaptação local (LABBÉ et al, 2009).  

 Alguns estudos relacionados ao custo biológico em colônias de C. 

quinquefasciatus resistentes a Bsp têm sido desenvolvidos. Rodcharoen; Mulla 

(1997) demonstraram que as larvas de uma colônia de laboratório resistente a Bsp 

tiveram uma redução significativa, de 23 e 48%, na fecundidade e fertilidade, 

respectivamente, enquanto que para a população de campo, esses valores foram de 

27 e 37%. Em outro estudo, realizado por Oliveira et al. (2003), a colônia R2362 

também teve uma redução significativa na fecundidade e fertilidade, embora de uma 

forma mais discreta em relação ao trabalho de Rodcharoen; Mulla (1997). Além 

disso, as fêmeas resistentes necessitavam de dois repastos sanguíneos para 

realizar a primeira oviposição, com as progênies apresentando um desenvolvimento 

embrionário mais lento e, consequentemente, o número de gerações por ano era 

menor em relação à colônia susceptível. Amorim et al. (2010) não observaram 

nenhum custo biológico para uma colônia resistente a Bsp cepa IAB59, em 

comparação à colônia susceptível, quando comparados parâmetros de fecundidade, 
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fertilidade e peso pupal. Também foi possível avaliar, após cruzamentos entre 

indivíduos homozigotos susceptíveis e resistentes, que o alelo cqm1REC manteve 

uma alta frequência após 11 gerações sem tratamento com Bsp, indicando que este 

alelo pode não estar associado a um alto custo biológico para o inseto por ter se 

mantido estável na ausência de pressão de seleção. Com relação à resistência a Bt, 

em 77 estudos envolvendo 18 espécies de coleópteros, dípteros e lepidópteros, 34% 

mostraram um custo biológico para o inseto e a maioria dos aspectos biológicos 

afetados foi sobrevivência, tempo de desenvolvimento e massa corpórea 

(GASSMANN; CARRIÈRE; TABASHNIK, 2009). Estes dados sugerem que a 

resistência nem sempre está associada a um custo biológico para o inseto, embora 

deva ser ressaltado que em alguns casos o desempenho biológico pode ser afetado 

de forma crítica, impedindo, inclusive, a mantutenção de colônias em laboratório, 

mesmo na ausência de pressão de seleção (ANILKUMAR; PUSZTAI-CAREY; 

MOAR, 2008). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

O controle de vetores é uma intervenção necessária para a interrupção do 

ciclo de transmissão de patógenos causadores de doenças e para a melhoria da 

qualidade da saúde e do ambiente onde vivem as populações, constituindo um 

importante campo de atenção à saúde de acordo com a Norma Operacional Básica 

do SUS (NOB-SUS/96). O uso de larvicidas seletivos é uma opção que proporciona 

a sustentabilidade dos programas de controle e nesse contexto, Bacillus sphaericus 

(Bsp) tem uma importância fundamental, pois está sendo atualmente utilizado no 

Programa de Controle de C. quinquefasciatus na cidade do Recife, além de outras 

áreas no país. O uso racional de Bsp depende das estratégias utilizadas para evitar 

a seleção da resistência e garantir a vida útil do produto. Neste contexto, a tese em 

questão teve como objetivo central caracterizar polimorfismos do gene cqm1 em C. 

quinquefasciatus que podem levar à resistência a Bsp e desenvolver ferramentas 

moleculares para sua detecção. O monitoramento da susceptibilidade e avaliação do 

risco de seleção de resistência, através de métodos tradicionais e ferramentas 

moleculares, são avanços importantes para estabelecer estratégias adequadas para 

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

 

 Há outros polimorfismos que ocorrem no gene cqm1, além daqueles já 

identificados, que podem conferir resistência ao biolarvicida Bacillus sphaericus em 

larvas de Culex quinquefasciatus? 
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5 HIPÓTESE 

 

 O gene cqm1 possui outros polimorfismos, além daqueles já caracterizados, que 

podem conferir resistência ao biolarvicida Bacillus sphaericus. 
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6 OBJETIVOS 

 
6.1 Objetivo Geral 
 
 Caracterizar alelos do gene cqm1 de Culex quinquefasciatus que conferem 

resistência ao biolarvicida Bacillus sphaericus a fim de subsidiar sua utilização 

sustentável em programas de controle deste vetor.  

 

 

6.2 Objetivos específicos 
 

a) Avaliar a presença do alelo cpm1GEO em uma população de C. 

quinquefasciatus da Região Metropolitana do Recife (RMR). 

b) Determinar a frequência do alelo cqm1REC em populações de C. 

quinquefasciatus da RMR não tratadas com Bsp. 

c) Identificar alelos de resistência a Bacillus sphaericus em populações de C. 

quinquefasciatus da RMR. 

d) Caracterizar um novo alelo, cqm1REC-2, selecionado na colônia de laboratório 

R2362. 
e) Avaliar a expressão e competição dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 sob 

diferentes condições de laboratório. 
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7 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 O esquema abaixo apresenta as etapas de investigação para caracterização 

e detecção de alelos de resistência a Bacillus sphaericus em Culex quinquefasciatus 

(Figura 5). 

 

 
Figura 5 – Etapas de investigação realizadas ao longo deste trabalho. 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
Fonte: Dados do autor. 
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7.1 Amostras de culicídeos 

 

Neste trabalho foram utilizadas cinco colônias de C. quinquefasciatus e uma 

colônia de Aedes aegypti mantidas em laboratório, além de amostras de larvas 

provenientes de populações naturais de C. quinquefasciatus da Região 

Metropolitana do Recife (RMR).  

 

7.1.1 Colônias  

 

As colônias descritas abaixo foram mantidas no insetário sob as seguintes 

condições: temperatura de 26 ± 1 °C, umidade relativa de 70% e fotoperíodo 12:12 h 

(dia/noite). Os adultos foram alimentados em solução de sacarose a 10% e às 

fêmeas foi oferecido repasto sanguíneo em Gallus sp. As larvas foram mantidas em 

água potável e alimentadas com ração para gatos.  

S. Colônia susceptível a Bsp, estabelecida a partir de ovos coletados em criadouros 

de áreas urbanas do Recife e mantida há mais de 10 anos no insetário. 

R2362. Colônia que apresenta um alto nível de resistência (>100.000) a Bsp 2362 

selecionada em laboratório (PEI et al., 2002) e mantida há mais de 190 gerações. O 

mecanismo de resistência caracterizado nesta colônia é a ausência do receptor 

Cqm1 no epitélio intestinal associada ao alelo cqm1REC em homozigose (OLIVEIRA 

et al., 2004; ROMÃO et al., 2006). Em 2010, avaliações do genótipo das larvas 

indicaram a existência de um novo alelo nesta colônia que foi caracterizado neste 

trabalho. 

R2362/REC. Sub-colônia fundada a partir de jangadas provenientes da R2362, 

através de avaliação de ovos por PCR alelo-específica para o cqm1REC. Dez 

jangadas, cujos ovos foram homozigotos para o alelo, foram utilizadas para a 

fundação da colônia. 
R2362/REC-2. Sub-colônia fundada a partir de jangadas provenientes da R2362, 

através de avaliação de ovos por PCR alelo-específica para o cqm1REC. Foram 

utilizados para a fundação da colônia ovos de onze jangadas que não apresentaram 

amplificação para o alelo cqm1REC, mas sim de outro fragmento que potencialmente 

correspondia ao novo alelo selecionado na colônia R2362. 
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GEO. Colônia altamente resistente a Bsp 2362 (>100.000) selecionada em 

laboratório (WIRTH et al., 2000). As amostras de larvas desta colônia, gentilmente 

cedidas pela Dra. Christina Nielsen-LeRoux e mantidas a -70 °C, foram utilizadas 

para o desenvolvimento da PCR alelo-específica. O mecanismo de resistência é 

semelhante ao da colônia R2362 e está associado ao alelo cpm1GEO (DARBOUX et 

al., 2002). 

RecLab. Colônia de Aedes aegypti fundada a partir de amostras de ovos coletados 

na RMR (MELO-SANTOS et al., 2010). O DNA de larvas desta colônia foi utilizado 

como controle negativo das reações de PCR para os alelos dos genes cqm1 e 

cpm1. 

 

 

7.1.2 Populações  

 

As amostras de ovos de populações foram coletadas em diferentes áreas da 

RMR e mantidas no insetário sob as mesmas condições descritas no item anterior.  

População tratada. A população do bairro de Água Fria (AF), localizado em Recife, 

Pernambuco, foi utilizada para avaliar a presença do alelo cpm1GEO. Esta população 

vem sendo tratada com o biolarvicida desde março de 2003 no âmbito do programa 

de controle do vetor da filariose realizado pela prefeitura da cidade do Recife 

(SILVA-FILHA et al., 2008).  

Populações não tratadas. As populações de Jaboatão dos Guararapes e Ipojuca, 

localizadas a 20 e 60 km respectivamente da RMR, foram selecionadas de acordo 

com o critério de ausência de tratamento com Bsp, informado pelo Centro de 

Vigilância Ambiental das respectivas Secretarias de Saúde. As amostras das 

populações dos bairros de Recife, Azeitona e Roda de Fogo, foram coletadas no ano 

de 1999, período em que estes bairros não foram alvos de tratamentos com Bsp 

(REGIS et al., 1995; SILVA-FILHA et al., 2001). 

 

 

7.2 Avaliação da susceptibilidade in vivo 

 

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

populações analisadas foram realizados no âmbito do Serviço Nacional de 
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Referência em Controle de Culicídeos Vetores, do Depto. de Entomologia do 

CPqAM/FIOCRUZ. 

  

 

7.2.1 Bioensaios dose-diagnóstica 

 

 Estes bioensaios foram realizados para determinar a frequência de indivíduos 

susceptíveis e resistentes nas amostras analisadas após a exposição de larvas de 4º 

estádio a uma concentração diagnóstica. As larvas foram tratadas em placas de 24 

poços, com uma concentração final de 125 mg/L da biomassa de Bsp 2362 (lote 

0448-09), que é 1.000 vezes superior àquela necessária para matar 90% das larvas 

após 48 h. Esta dose foi empregada para identificar larvas com alto nível de 

resistência a Bsp, potencialmente associada à ausência do receptor Cqm1 no 

microvilli intestinal. Foram avaliadas, no mínimo, 300 L4 de cada população teste, 

além de 50 L4 da colônia S expostas a Bsp (controle positivo) e 50 L4 da população 

teste sem exposição a Bsp (controle negativo). A mortalidade foi avaliada após 48 h 

de exposição.  

 
 

7.2.2 Bioensaios dose-resposta 

 

Estes bioensaios informam a susceptibilidade das populações através das 

concentrações letais de Bsp para 50% (CL50) e 90% (CL90) das larvas. O método 

consiste em submeter larvas do 4º estádio jovens a uma série de seis concentrações 

de uma suspensão aquosa do pó liofilizado padrão SPH88 (Instituto Pasteur, 

França) composto de cristais e esporos de Bsp cepa 2362 por 48 horas, de acordo 

com protocolo da ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE (1985). Amostras de vinte 

larvas foram colocadas em recipientes contendo 100 mL de água destilada e cada  

amostra foi submetida a uma dentre as seis concentrações testadas, além de um 

grupo controle não tratado. Três replicatas foram realizadas para cada uma das 

concentrações testadas e para o grupo controle. Cada bioensaio foi repetido pelo 

menos três vezes. Os valores de CL50 e CL90 de Bsp para as larvas, após 48 h, 

foram estabelecidos através da análise de próbites usando o programa SPSS 10.0 

para Windows. 
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7.3 PCR específica para detecção dos alelos cpm1GEO, cqm1REC e cqm1REC-2  

 

Neste trabalho foram desenvolvidos e/ou aplicados métodos de PCR para 

detecção específica de alelos de resistência do gene cqm1. A PCR alelo-específica 

para o alelo cqm1REC foi padronizada e está descrita em CHALEGRE et al. (2009). 

Para o alelo cpm1GEO a PCR alelo-específica foi padronizada, neste estudo, a partir 

da mutação descrita em Darboux et al. (2002). No caso do alelo cqm1REC-2, o 

método de PCR específica foi desenvolvido após sua caracterização, realizada 

neste estudo e descrita na seção 8.4.1.  

  

 

 7.3.1 Extração de DNA 

 

Para obtenção do DNA genômico, amostras de larvas individuais do 4º 

estádio foram homogeneizadas em DNAzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de 

acordo com instruções do fabricante, seguido por precipitação com etanol e 

ressuspensão em tampão Tris-EDTA (CHALEGRE et al., 2009). Após a extração, as 

amostras foram quantificadas no espectrofotômetro NanoDrop 2000c® 

(Thermoscientific). 

 

 

7.3.2 PCR alelo-específica  

 

Os procedimentos foram realizados de acordo com as recomendações 

estabelecidas previamente para prevenção de contaminação por DNA exógeno 

(CHALEGRE, 2009). As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 25 

l contendo 0,2 mM de cada dNTP, concentração de cada primer específico (Tabela 

3), 2U da enzima Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Promega) para o alelo cqm1REC  

ou Platinum® Taq DNA Polymerase® (Invitrogen) para os alelos cpm1GEO e 

cqm1REC-2, em tampão fornecido pelo fabricante (Tris-HCl 20 mM, pH 8.4, KCl 50 

mM, MgCl2 1,4 mM), além de 12,5 ng do DNA molde extraído individualmente das 

larvas. Cada amostra foi amplificada em um termociclador BIOMETRA® programado 

para uma etapa de desnaturação a 94 ºC 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 cqm1REC, cqm1REC-2 e cpm1GEO, 

respectivamente, por 50 seg e 72 ºC por 60 seg, e uma etapa final de 72 ºC 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 tampão de corrida TBE (Tris 45 mM, ácido bórico 45 

mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e o gel, corado com brometo de etídeo, foi visualizado em 

um transiluminador de luz ultravioleta (UV). 

A reação de PCR para o alelo cqm1REC foi desenvolvida e previamente 

descrita por Chalegre et al., (2009). Para o desenvolvimento da PCR específica para 

o alelo cpm1GEO e cqm1REC-2 foram necessárias etapas incluindo o desenho e 

especificidade das associações de primers capazes de detectar as mutações 

pontuais de cada alelo. Para o alelo cpm1GEO ocorre a troca de uma timina por uma 

adenina na posição 1706 da ORF deste gene (DARBOUX et al., 2002), e para o 

cqm1REC-2 a mutação pontual está descrita na seção 8.4.1. Se não houver 

anelamento dos primers nesta base responsável pela resistência, é improvável a 

amplificação de fragmentos específicos (NEWTON et al., 1989). Para a detecção de 

cada um dos alelos cpm1GEO e cqm1REC-2 foram desenvolvidas duas reações de 

PCR, respectivamente, que utilizam uma associação de quatro primers específicos. 

Os primers foram desenhados usando o software disponível em 

http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primer1.html (SHU et al., 2001). Os 

desenhos dos primers foram baseados na especificidade das mutações contidas em 

cada alelo cpm1GEO ou cqm1REC-2, além da incorporação de um mudança que 

consiste na troca de uma única base na antipenúltima posição dos primers foward e 

reverse (SINGH et al., 2009), a fim de conferir maior especificidade à reação (Tabela 

3). Uma amostra contendo o DNA de Ae. aegypti, não específico para o par de 

primers utilizados, e uma amostra sem DNA molde foram os controles negativos 

usados em cada reação.  

Para o alelo cqm1REC foram analisados entre 200 e 500 indíviduos de cada 

população não tratada e para o alelo cpm1GEO foram analisados 290 indivíduos de 

uma população tratada com Bsp. Já para o alelo cqm1REC-2, foram analisados entre 

60 e 115 indivíduos de cada geração das colônias mantidas em laboratório.  

Devido ao elevado número de indivíduos a serem analisados neste tipo de 

screening, um dos objetivos deste estudo foi estabelecer e avaliar a sensibilidade do 

método de detecção dos alelos cqm1REC e cpm1GEO em pools de larvas, ao invés da 
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análise individual previamente descrita (CHALEGRE et al., 2009). Foram analisadas 

diferentes diluições do DNA molde de larvas sensíveis que possuem duas cópias do 

alelo cqm1 com o DNA molde de larvas resistentes que possuem duas cópias para o 

alelo de resistência, seja ele o cqm1REC ou cpm1GEO. Para a confirmação das 

sequências, todos os indivíduos que apresentaram fragmentos esperados 

correspondentes aos alelos cpm1GEO, cqm1REC e cqm1REC-2 foram encaminhados 

para o sequenciamento automático no ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems) do Núcleo de Plataforma Tecnológica (NPT) do CPqAM. A tabela 3 

reúne as sequências dos primers utilizados, bem como os tamanhos dos fragmentos 

gerados das diferentes associações usadas para o diagnóstico dos alelos. 
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Tabela 3. Primers utilizados para a detecção dos alelos cqm1(S), cqm1REC (REC), cpm1GEO (GEO) e cqm1REC-2 (REC-2) em Culex quinquefasciatus a 
partir de reações em cadeia da polimerase (PCR). As bases em minúsculo e sublinhadas correspondem a troca de bases realizadas para conferir 
uma maior especificidade as reações de PCR. 

Alelo Primer Concentração 
mM  

Anelamento 
(°C) 

Sequência (5'-3') Associação 
de primers 

Amplicon (pb)  
da PCR 

S      S REC 
REC 1. FwCqm1Rec 1,6  60  CTGGGTAGCTGGATCGCATGATCACTC  1+2 208 189 

 2. RvCqm1Rec 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 1,1 69  GCTGCTATCAACCTTTCGATTGGcTA 2+3 ___ 113 

 4. RvSEN 2,4 69  CCTGGCCATAATCGCTAGCAtCA 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  AGCATAGTCCGGATGAACTCGGAtCC  2+3 ___ ___ 173 

 4.  RvCqm1 1,6 65  CCGGGTTCAGTACCAACACCAACTCaTA  3+4 ___ ___ ___ 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
*PCR-Multiplex.
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7.4 Clonagem e sequenciamento do gene cqm1 

 

Alelos do gene cqm1 que apresentaram polimorfismos, potencialmente, 

associados à resistência foram submetidos à clonagem, sequenciamento e análise 

in silico, para a confirmação de suas sequências.  

O DNA total das larvas foi extraído conforme item 7.3.1 e as reações de PCR 

foram realizadas utilizando primers que permitiram a amplificação total do gene 

cqm1 cuja sequência está depositada no GenBank sob o número de acesso 

DQ333335 (ROMÃO et al., 2006). Os produtos amplificados foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampão TBE 0,05X, corado com brometo 

de etídeo (10 mg/ml) e visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta. Após a 

visualização, os fragmentos foram submetidos à purificação 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 transformação de bactérias 

Escherichia coli quimiocompetentes (One Shot TOP 10®, Invitrogen). Colônias foram 

selecionadas em meio Luria-Bertani por 16 horas a 37 ºC, e as células foram 

submetidas à extração de DNA plasmidial por lise alcalina, utilizando o QIAprep® 

Spin Miniprep Kit (Qiagen), segundo as recomendações do fabricante. As mini 

preparações foram quantificadas e encaminhadas para o sequenciamento 

automático no ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) do NPT-

CPqAM. 

 Foram empregados oito primers a fim de obter a sequência completa do gene 

cqm1, dos quais seis são internos para o gene cqm1, além de dois primers 

específicos para o plasmídio pGEM®T-Easy, (M13 forward e M13 reverse) (Tabela 

4). Cada associação de primers permitiu amplificar fragmentos de aproximadamente 

500 pb, que foram alinhados para obter a sequência completa do gene cqm1. Os 

eletroferogramas das reações foram analisados através do programa SeqMan 

(DNASTAR). Após o refinamento manual, as sequências foram alinhadas e a análise 

de possíveis polimorfismos no gene cqm1 foi realizada através do programa 

MegaAlign e BioEdit. A localição dos 6 primers internos, bem como a sequência do 

cqm1 obtida por Romão et al. (2006) estão no anexo A. 
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Tabela 4 – Primers utilizados para o sequenciamento do gene cqm1 e seus alelos. 
Primer* Sequência (5’-3’) 

1 CGAGAATTCTCTCCGAGCAAGATGCGA 

2 AGGGGGTGGTCCGCCGAATAAT 

3 ACTCCCCTCTCGCTGTATTA 

4 CGCCAGGGAGCTCACATGCCGTT 

5 ATGCAGAAGAATCCACAAAG 

6 GCACTGCAGGGAAGTGGTGGAAGGTAC 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
*A localização dos primers na sequência do gene cqm1 se encontra no anexo A. 
 

 

7.5 Análise da expressão dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2  

 

Larvas de C. quinquefasciatus de 4º estádio das colônias S, R2362/REC e 

R2362/REC-2 foram submetidas à extração de RNA para posterior emprego nas 

reações de qRT-PCR em tempo real e avaliação dos níveis de expressão de seus 

respectivos alelos. Além disso, frações ricas em microvilosidades intestinais de 

larvas de cada colônia foram empregadas para avaliar a sua capacidade de ligação 

à toxina Bin, através de ensaios de ligação in vitro. 

 

 

7.5.1 Extração de RNA 

 

Para análise de transcrição e síntese de cDNA, o RNA total foi extraído de  

larvas individuais das colônias S, R2362/REC e R2362/REC-2, utilizando o reagente 

Trizol® (Invitrogen). Após a obtenção do RNA, as amostras foram tratadas com 

DNase® (USB) a fim de garantir a remoção de resquícios de DNA genômico. A 

concentração e a qualidade das amostras do RNA isolado foram avaliadas por 

espectrofotometria nas absorbâncias de 260 e 280 nm em NanoDrop 2000c 

(Thermoscientific). 
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7.5.2 RT-PCR em Tempo Real 

 

O nível de expressão dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 foi determinado por RT-

PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR), realizado a partir da obtenção das 

amostras de RNA total descrita no item anterior. Os primers utilizados, bem como o 

tamanho dos fragmentos gerados, estão descritos na Tabela 5. Para evitar 

amplificação proveniente de DNA genômico, além do tratamento com DNase 

descrito, o primer forward para os alelos cqm1REC e cqm1REC-2 foi desenhado para 

anelar na região de junção dos éxons 1 e 2.  

Em cada ensaio, as reações foram realizadas em placas de 96 poços a partir 

de amostras individuais de RNA extraído de cinco larvas de cada colônia, em 

triplicata. O volume final da reação foi de 20 µL por poço com o Kit QuantiTect® 

SYBR Green RT-PCR® (QIAGEN) para as reações de qRT-PCR one-step. Após 

extração e quantificação, as amostras de RNA foram normalizadas para a  

concentração de 50 ng/l e cada reação conteve SYBRGreen Mix, transcriptase 

reversa, 100 ng de RNA molde, 0,5 µM de primer forward e 0,5 µM de primer reverse 

para o gene alvo e para o controle endógeno, que foi o gene da subunidade 

ribossômica 18S. Foram realizadas três repetições de cada avaliação e os dados 

foram agrupados para a análise da expressão de cada alelo. 

As reações de PCR em tempo-real foram realizadas no NPT-CPqAM, no 

equipamento ABI 7500 (Applied Biosystems). Os parâmetros avaliados foram a 

curva de melt (detecção de amplificações inespecíficas) e análise de CT 

(quantificação relativa) no programa 7500 software v.2.0.4 da Applied Biosystems® 

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

 
Tabela 5 – Primers utilizados nas reações de PCR em tempo real. 

Gene Primers (5’-3’) Amplicon (pb) 

18S* Forward CGCGGTAATTCCAGCTCCACTA 159 

Reverse GCATCAAGCGCCACCATATAGG 

 

cqm1, cqm1REC 

e cqm1REC-2 

Forward CGTTCCTGACGGTGCTGAACATGG 131 

Reverse GACCTCATTGCCCGCCTTCGACTTGG 

Fonte: Dados do autor e *Liu et al. (2011). 
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7.5.3 Preparações de frações ricas em microvilli intestinal 

 

Frações ricas em microvilli intestinal (BBMF) foram obtidas a partir de larvas 

do 4º estádio, armazenadas a –80 ºC, de acordo com o método descrito previamente 

por Silva-Filha, Nielsen-LeRoux e Charles (1997). As BBMFs foram submetidas à 

dosagem protéica pelo método Bradford, utilizando uma curva padrão de albumina 

sérica bovina (BSA) (BRADFORD, 1976). A qualidade das amostras de BBMF foi 

avaliada através do enriquecimento da enzima -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 preparação. Para tal, as amostras (10 g) foram incubadas em 1 

ml do tampão citrato de sódio-fosfato 100 mM, pH 6.5, contendo 2 mM do substrato 

p-nitrofenil--D-glicopiranosídeo (Sigma) a 37 ºC, durante 30 minutos. A atividade -

glicosidase foi avaliada através da variação da absorbância das amostras a 405 nm. 

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

 

 

7.5.4 Ensaios de competição  

 

A capacidade de interação de frações de microvilli de larvas das colônias S, 

R2362/REC e R2362/REC-2 com a toxina Bin e, consequentemente, a 

disponibilidade de receptores Cqm1 funcionais foi avaliada através da interação in 

vitro. Para tal, a toxina Bin radiomarcada (Bin-I125) foi produzida em cultura de Bt 

cepa 4Q-82 e o processamento in vitro da toxina Bin para a forma ativa e a 

marcação com I125 foi feita segundo Nielsen-LeRoux e Charles (1992). Após a 

iodinação foram determinadas a concentração de proteínas e a sua atividade 

específica (cpm/pmol de proteína). Nos ensaios a toxina Bin-I125 (10 nM) foi 

incubada com 25 g de proteínas da BBMF de C. quinquefasciatus das colônias S, 

REC e REC-2 na ausência ou na presença de competidor (toxina Bin não marcada) 

em concentrações crescentes (0, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 e 3000 nM). As 

incubações de cada ponto experimental foram feitas em um volume final de 100 l 

de tampão PBS/Az 0.02%/BSA 0.01% pH 7.4, durante 16 h à TA. Após a incubação 

as amostras foram centrifugadas (8.700 g, 15 minutos, 4 oC) e lavadas três vezes 

em tampão PBS/Az pH 7.4. O sedimento, contendo a toxina Bin-I125 ligada à BBMF, 
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foi homogeneizado em líquido de cintilação (ScintiSafe Plus) e analisado em um 

contador de emissão de partículas beta (Wallac-Pharmacia). Os dados obtidos 

foram analisados no programa GraphPad Prism V.3.03. 

 

 
7.6 Estabilidade do alelo cqm1REC-2 

 

 A partir da caracterização da mutação que causa resistência associada ao 

alelo cqm1REC-2 foram realizadas diferentes análises relativas à estabilidade desde 

alelo, frente ao alelo cqm1REC, em colônias de laboratório. 

 

 

7.6.1 Avaliação da frequência do alelo cqm1REC-2 na colônia R2362 

 

 A presença e frequência do alelo cqm1REC-2 foram investigadas na colônia 

R2362 cujo genótipo caracterizado em alguns indivíduos após o processo de 

seleção era homozigoto para o alelo cqm1REC (ROMÃO et al., 2006). Foi realizada 

uma análise das frequências dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 através de PCR alelo-

específica, descrito no item 7.3.2, em larvas de diferentes gerações ao longo do 

desenvolvimento da colônia R2362. Amostras de 110 a 115 larvas de 4º estádio 

congeladas a -70 ºC das gerações F35, F37, F74, F75, F98 F107, F163, F182 e F191 foram 

analisadas através de PCR alelo-específica para a identificação de seus genótipos.  

 Em relação ao histórico desta colônia, todas as gerações foram submetidas à 

exposição com Bsp até a geração F46 quando foi registrado um alto de nível de 

resistência (PEI et al., 2002). Em seguida, a colônia foi exposta a Bsp de forma 

descontínua e sem registros precisos até a geração F138. Entre as gerações F138 e 

F150, a pressão de seleção foi imposta a cada duas gerações e da F150 a F186, foram 

usados esquemas rotativos de exposição a cada 3 ou 5 gerações. A partir da F187 

até a geração F194 a pressão de seleção ocorreu em todas as gerações.  

 
 

7.6.2 Análise da competição entre os alelos cqm1REC e cqm1REC-2  

 

Para avaliar a capacidade de competição entre os alelos cqm1REC e cqm1REC-2 
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foram analisadas colônias formadas por indivíduos com diferentes composições 

genotípicas para estes alelos que foram mantidas em laboratório sob duas 

condições: expostas ou não a tratamento com Bsp. No primeiro caso, as larvas 

foram mantidas ao longo das gerações analisadas sem nenhum tratamento com 

Bsp. No segundo caso, a cada geração, todas as larvas foram expostas por 48 

horas a Bsp cepa 2362 (VectoLex®, formulação granular a 0,2 g/L). Esta dose é letal 

para 100% dos indivíduos da colônia susceptível em apenas 24 horas, segundo 

avaliado em ensaios prévios. Após o período de 48 horas, as larvas sobreviventes 

(>80%) foram transferidas para recipientes contendo apenas água e alimento.  

Ensaio 1. Uma subcolônia, aqui denominada R2362/RECREC-2, foi fundada a partir 

do cruzamento de 400 machos da subcolônia R2362/REC com 400 fêmeas da 

subcolônia R2362/REC-2 e vice-versa, totalizando 1600 adultos. Após a obtenção 

da progênie de ambos os cruzamentos, os indivíduos foram agrupados e a colônia 

foi mantida sem exposição a Bsp sob as condições de laboratório descritas 

anteriormente. As frequências dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 foram avaliadas por 

PCR a partir da análise de 60 larvas de cada geração, por 12 gerações (F1-F12). 

Ensaio 2. Para avaliar o efeito da pressão de seleção na evolução da frequência 

dos alelos, a colônia R2362 passou a ser submetida à pressão de seleção a cada 

geração a partir da F186. As frequências dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 foram 

avaliadas a partir de 60 larvas a cada geração por oito gerações (F187 a F194) por 

PCR alelo-específica.  

Ensaio 3. Outra forma de avaliar o efeito da pressão de seleção foi subdividindo a 

colônia R2362/RECREC-2, obtida no ensaio 1, e impondo a pressão de seleção com 

Bsp a partir da geração F10. Foram analisadas 60 larvas de quatro gerações (F11 a 

F14) por PCR. 
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8 RESULTADOS  

 

 Os resultados foram agrupados em três blocos. O primeiro consiste na 

detecção de alelos de resistência já caracterizados, cqm1REC e cpm1GEO, em 

populações naturais de Culex quinquefasciatus tratadas e não tratadas com o 

Bacillus sphaericus. No segundo bloco, estão reunidos os dados em relação à 

identificação de dois novos alelos de resistência a Bsp detectados em populações 

naturais de C. quinquefasciatus. O terceiro e último bloco, apresenta os dados 

referentes à caracterização do alelo cqm1REC-2 identificado na colônia resistente 

R2362 mantida em laboratório. 

 
 
8.1 Screening do alelo cpm1GEO na população tratada de Água Fria 

 

A partir das amostras de larvas de C. pipiens da colônia GEO armazenadas a 

-70 ºC, foi possível desenvolver um método de PCR-multiplex para a detecção do 

alelo cpm1GEO, caracterizado nesta colônia resistente oriunda da Califórnia, EUA. 

Foram empregados 4 primers na reação de PCR que permitiram a amplificação de 

um fragmento controle de 281 pb, a partir de todos os indivíduos avaliados, e dois 

fragmentos diagnósticos de 227 e 113 pb correspondentes aos alelos cpm1 e 

cpm1GEO, respectivamente (Figura 6). Após a padronização da PCR-multiplex, foram 

avaliados 290 indivíduos da população tratada de Água Fria e o alelo cpm1GEO não 

foi identificado.  

 
 
 

 
 
 
 

 
 



Chalegre, K. D. M.               Caracterização e detecção molecular de alelos de resistência...            72 
 

Figura 6 – Separação eletroforética de fragmentos amplificados por PCR a partir do gene 
cqm1 ou cpm1 de larvas de Culex quinquefasciatus ou Culex pipens, respectivamente, de 
uma colônia susceptível (1-3) e da colônia resistente GEO (4).  
 

 
Fonte: Dados do autor. 
Nota: Fragmento controle de 281 pb e diagnóstico de 227 pb para os indivíduos susceptíveis 
(1, 2 e 3); Fragmentos controle de 281 pb e diagnóstico de 113 pb para o alelo cpm1GEO (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/InvitrogenTM). 
 
 
8.2 Detecção do alelo cqm1REC em populações naturais de C. quinquefasciatus 

 

Foram analisadas amostras de quatro populações, localizadas na Região 

Metropolitana do Recife, coletadas em períodos que não tinham sido expostas ao 

biolarvicida (Bsp): Ipojuca, Jaboatão dos Guararapes, Roda de Fogo e Azeitona. 

Inicialmente foi realizada a análise da susceptibilidade das populações de Ipojuca e 

Jaboatão, enquanto que a avaliação das populações de Roda de Fogo e Azeitona 

não foram realizadas visto que as amostras foram armazenadas a -70ºC após a sua 

coleta. Os bioensaios de dose-resposta mostraram que as populações de Ipojuca e 

Jaboatão foram susceptíveis a Bsp, e foi observada uma pequena alteração da CL50, 

com uma razão de resistência (RR) de 3,3 e 4,3, respectivamente, e a CL90 

apresentou valores próximos ao da colônia de referência, S (Tabela 6). Bioensaios 

de dose-diagnóstica também foram realizados para avaliar se haveria larvas 

sobreviventes a uma alta concentração de Bsp e que poderiam, potencialmente, ser 

indivíduos homozigotos resistentes. Amostras de 1.680 e 720 larvas de Ipojuca e 

Jaboatão, respectivamente, foram expostas individualmente a Bsp e nenhum 

sobrevivente foi detectado após 48 horas. Larvas não tratadas dos grupos controle 

mostraram mortalidade de 2,9 e 1,7% para Ipojuca e Jaboatão, respectivamente, 

após o período de 48 horas. 
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Tabela 6 – Toxicidade do Bacillus sphaericus cepa 2362 (SPH88) para larvas de 4º estádio 
de Culex quinquefasciatus de uma colônia de laboratório susceptível (S) e duas populações 
não tratadas (Ipojuca-IPO, Jaboatão dos Guararapes-JAB) e uma tratada (Água Fria-AF). 
 

 

Amostras 

 

No. larvas 

   CL50
a    CL90

a 

Média (IC 95%)b RRb Média (IC 95%) RRb 

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). 
a Concentrações Letais (mg/L) para 50% (CL50) ou 90% (CL90) das larvas após 48 h. 
b Intervalo de confiança ao nível de 95%. 
c Razão de Resistência: CL da população avaliada/CL da colônia de referência S. 
Fonte: Chalegre et al. (2012).  

 

 

A detecção do alelo cqm1REC nestas amostras de larvas foi realizada através 

de PCR específica usando primers que anelam nas regiões que flanqueiam a 

deleção de 19 nucleotídeos. Após a reação, são amplificados fragmentos de 

tamanhos distintos de 208 pb correspondente ao alelo cqm1, sem deleção, e de 189 

pb correspondente ao cqm1REC devido à deleção de 19 nt (Figura 7, poços 1-3). A 

frequência dos alelos cqm1 e cqm1REC, bem como os genótipos encontrados em 

cada amostra, estão apresentados na Tabela 7. O alelo cqm1REC foi detectado em 

todas as populações analisadas e as frequências em Ipojuca, Jaboatão e Azeitona 

foram de 0,003, 0,001 e 0,002, respectivamente, todas da ordem de 10-3 (Tabela 7). 

A população de Roda de Fogo apresentou perfil diferente, pois a frequência foi mais 

elevada, 0,017, na ordem de 10-2 (Tabela 7). Deve ser observado que nestas quatro 

populações sem histórico de tratamento com Bsp, o alelo foi detectado em 

indivíduos heterozigotos, não sendo detectados indivíduos homozigotos para o alelo 

cqm1REC.  

 

 



Chalegre, K. D. M.                                                 Caracterização e detecção molecular de alelos de resistência...                                                                    74 
 
Tabela 7 – Frequência dos alelos cqm1, cqm1REC, cqm1REC-D16 e cqm1REC-D25 em larvas de Culex quinquefasciatus de populações da Região 
Metropolitana do Recife sem histórico de tratamento com o Bacillus sphaericus (Ipojuca, Jaboatão, Roda de Fogo e Azeitona) e de uma 
população tratada (Água Fria). 
 

    Alelos e genótiposa 

    cqm1  cqm1REC  cqm1REC-D16  cqm1REC-D25 

 

População 

 

Ano 

No. de 

larvas 
 

 

SS 
 

 

SR 

 

RR 

 

Fb 
 

 

SR 

 

RR 

 

F 
 

 

SR 

 

RR 

 

F 

Ipojuca 2010 501  498  3 0 0,003  0 0 0  0 0 0 

Jaboatão 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 

Água Fria 2010 269  252  14 2 0,033  0 0 0  1 0 0,002 

Fonte: Chalegre et al. (2012). 
aSS: Genótipo homozigoto para o alelo cqm1; SR genótipo heterozigoto; RR homozigotos para os alelos cqm1REC, cqm1REC-D16 e cqm1REC-D25. 
bFrequência dos alelos cqm1REC, cqm1REC-D16 e cqm1REC-D25. 
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Figura 7 – Separação eletroforética de fragmentos amplificados por PCR a partir de 
diferentes alelos do gene cqm1 de Culex quinquefasciatus.  
 

                  
Fonte: Chalegre et al. (2012). 
Nota: Fragmentos correspondentes a indivíduos homozigoto para cqm1 (1), heterozigoto 
para cqm1 e cqm1REC (2), homozigoto para cqm1REC (3), heterozigoto para cqm1REC-D16 (4), 
homozigoto para cqm1REC-D16 (5) e homozigoto para o cqm1REC-D25 (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/InvitrogenTM). 
 

 

8.3 Identificação de novos alelos de resistência em populações de Culex 

quinquefasciatus  
 

Durante o screening para a detecção do alelo cqm1REC foi feita a purificação e 

análise de sequências de todos os fragmentos menores que 208 pb, potencialmente 

amplificados a partir deste alelo. A maioria das sequências confirmaram a identidade 

do cqm1REC e, além dele, foram detectados dois novos polimorfismos do gene cqm1 

em larvas das populações analisadas. O primeiro novo polimorfismo foi encontrado 

nas populações não tratadas (Jaboatão e Azeitona) e consiste de uma deleção de 

16 nt (1306-1321), localizada 12 nucleotídeos após a deleção de 19 pb 

correspondente ao cqm1REC (1276-1294), e este alelo foi denominado cqm1REC-D16 

(Figura 8). A visualização dos fragmentos diagnósticos amplificados pela PCR alelo-

específica a partir dos alelos cqm1REC ou cqm1REC-D16 não permite uma clara 

distinção entre eles (Figura 7). Em Jaboatão sua frequência de 0,003, foi baseada 

na detecção de uma larva heterozigota e outra homozigota para este alelo dentre 

510 indivíduos analisados, enquanto que a sua frequência no bairro de Azeitona foi 

de 0,006, definida pela detecção de apenas uma larva heterozigota dentre as 240 

analisadas (Tabela 7). Em um total de 1481 larvas de todas as populações não 

tratadas, a frequência de cada alelo, cqm1REC ou cqm1REC-D16, foi de 0,004 e 0,002, 

respectivamente, ao passo que a frequência de ambos foi de 0,006. 
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As amostras de DNA extraído a partir de larvas portando o alelo cqm1REC-D16 

foram utilizados para clonagem e sequenciamento, a fim de confirmar a sua 

identidade e avaliar outros polimorfismos, além da deleção de 16 nucleotídeos. Para 

este fim, 45 clones provenientes de cinco larvas foram analisados e 21 deles 

corresponderam ao alelo cqm1REC-D16. A sequência final, obtida após a análise 

destes clones, continha os dois íntrons 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 única (SNPs – Single Nucleotide Polymorphisms) foi 

encontrado em toda a sequência, dos quais sete dão origem a substituições de 

aminoácidos na proteína deduzida, no entanto, os efeitos destas alterações na 

capacidade de ligação da toxina Bin ao receptor Cqm1 não são conhecidos (Tabela 

8).  

 
Figura 8 – Representação do gene que codifica o receptor Cqm1 em Culex 
quinquefasciatus (número de acesso no GenBank DQ333335) e localização dos 
polimorfismos dos alelos cqm1REC, cqm1REC-D16 e cqm1REC-D25.  

 

Fonte: Chalegre et al (2012). 
Nota: A. sequência de 1848 nucleotídeos (nt) contendo dois íntrons de 50- (1169-1218) e 
55-nt (1655-1709). B. Região de 269 nt (1221-1490) que engloba os polimorfismos dos 
alelos encontrados nas populações de Recife, os quais são: deleção de 19 nt 
correspondendo ao alelo cqm1REC (sublinhada); as seis bases adicionais correspondentes 
ao cqm1REC-D25 (azul e enquadradas); a deleção de 16 nt do alelo cqm1REC-D16, localizada 11 
bases além da deleção de 19 nt, (itálico, rosa e sombreado). As deleções iniciam com um 
motivo de três nucleotídeos "CGA", (negrito). O códon de terminação prematuro da tradução 
originado pelas deleções está enquadrado e em negrito. Para a PCR alelo-específica, os 
primers 1 e 2 foram utilizados para as regiões 5' e 3', respectivamente. Essas deleções 
foram identificadas com base no sequenciamento de um grupo de clones de DNA. 
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Tabela 8 – Polimorfismos encontrados na sequência nucleotídica do alelo cqm1REC-D16  em 
relação ao gene cqm1 de Culex quinquefasciatus (número de acesso no GenBank 
DQ333335).  

Posição do 

Nucleotídeo 

 

cqm1 

 

cqm1REC-D16  

 Posição do 

Nucleotídeo 

 

cqm1 

 

cqm1REC-D16 

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 alterações de aminoácidos na sequência deduzida do 
cqm1 (ROMÃO et al., 2006) estão marcados (*). 
 

 

O segmento de DNA em que as duas deleções de 19 e 16-nt foram 

encontradas pode ser um hotspot para este tipo de mutações já que uma terceira 

deleção foi detectada em um indivíduo proveniente de Água Fria, uma área tratada 

desde 2003. A partir da PCR alelo-específica em uma amostra de 269 larvas, o 

cqm1REC apresentou uma frequência de 0,033, superior a todas aquelas detectadas 

nas populações não tratadas. Além disso, o alelo foi encontrado tanto em 
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heterozigose como em homozigose (Tabela 7). O sequenciamento dos fragmentos 

diagnósticos menores que 208 pb amplificados da amostra de Água Fria, 

demonstrou que, além dos fragmentos correspondentes ao cqm1REC, havia um 

indivíduo heterozigoto para um alelo contendo uma nova deleção, de 25 nt, a qual 

abrange a deleção de 19 nt para o alelo cqm1REC, além das seis bases posteriores 

(Figura 8). O alelo apresentando essa nova deleção, que engloba os nucleotídeos 

1276-1300, denominado cqm1REC-D25, também não permite uma distinção confiável a 

partir da comparação visual de seu fragmento amplificado em relação aos 

fragmentos gerados a partir dos alelos cqm1REC e cqm1REC-D16 (Figura 7). 

Em relação à sequência do cqm1REC-D25, não foi possível a amplificação total 

da sequência do alelo a partir do DNA genômico da larva. Várias tentativas, 

utilizando o par de primers padrão para amplificar a sequência total do gene cqm1 e 

seus alelos, além de combinações de primers adicionais, resultaram unicamente em 

sequências correspondentes ao cqm1 após a análise de mais de 100 clones. No 

entanto, os ensaios de PCR utilizando outro conjunto de primers resultou na 

amplificação de um fragmento de 889 nt, cuja sequência contém a deleção de 25 nt. 

Esta sequência corresponde a cerca de 50% do total do gene (posição 506-1419) e 

inclui o primeiro íntron. Ao contrário da sequência encontrada para o alelo cqm1REC-

D16, não foram identificados SNPs em comparação com a sequência descrita 

anteriormente do gene cqm1 (GenBank, número de acesso DQ333335). Apesar da 

elevada conservação deste fragmento de 889 nt, a falha na amplificação da cópia 

correspondente ao tamanho total do alelo cqm1REC-D25 sugere que polimorfismos 

localizados em outras regiões da sua sequência podem ter impedido o anelamento 

dos primers utilizados. 

Os dois eventos de deleção encontrados nos alelos cqm1REC-D16 e cqm1REC-

D25 alteram quadro de leitura dos aminoácidos subsequentes e ambos originam um 

códon de terminação da tradução prematuro na posição 1362, que é também o 

mesmo códon gerado pela deleção de 19 nucleotídeos do alelo cqm1REC (Figura 8). 

As sequências resultantes destes dois novos alelos caracterizados, caso traduzidas, 

codificariam potencialmente proteínas truncadas de 437 aminoácidos. Desta forma, 

as deleções de 16 e 25 nucleotídeos podem conferir resistência, em indivíduos 

homozigotos para qualquer um desses alelos, uma vez que não serão codificadas 

proteínas Cqm1 dotadas da âncora GPI, necessária para localização das proteínas 
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no epitélio do intestino médio. A análise comparativa dos três eventos de deleção 

que afetam o gene cqm1 revelam que as deleções de 19 e 25 nucleotídeos 

compartilham o mesmo ponto de inserção inicial na sequência (nucleotídeo 1276) e 

as três deleções começam por um motivo (cga) trinucleotídico comum, (Figura 8). 

 

 
8.4 Caracterização do alelo cqm1REC-2 na colônia R2362 

  

 Como descrito anteriormente, foi observado que na colônia R2362, apesar da 

manutenção do fenótipo de resistência, havia larvas que não apresentavam o 

genótipo homozigoto para o alelo cqm1REC, caracterizado inicialmente, indicando a 

existência de outros polimorfismos do gene cqm1 que também levam à resistência 

em indivíduos desta colônia. Estas larvas foram utilizadas para a identificação de um 

polimorfismo do gene cqm1 que levasse à resistência a Bsp, diferente daquele já 

caracterizado. Após esta etapa, foi desenvolvida uma PCR específica para a 

detecção do novo alelo que foi utilizada para comparar as frequências dos alelos 

cqm1REC e cqm1REC-2 em diferentes colônias analisadas neste estudo. 

 

 

8.4.1 Identificação do polimorfismo associado à resistência do alelo cqm1REC-2 

   

Como descrito, análises de PCR para o alelo cqm1REC em larvas da colônia 

R2362 altamente resistentes a Bacillus sphaericus mostraram a amplificação de 

diversos fragmentos de aproximadamente 208 pb, diferentemente do esperado que 

seriam fragmentos de 189 pb com a deleção de 19 nt correspondente ao alelo 

cqm1REC em homozigose (Fig 9, setas amarelas). Foi realizada a clonagem do gene 

cqm1 de três indivíduos e a análise de sequência de cinco clones de cada indivíduo 

da colônia R2362, que apresentavam um fragmento em homozigose que não 

correspondia ao alelo cqm1REC. A partir da análise dessas sequências, foi 

identificada uma ORF de 1743 pb além dos dois íntrons preditos de 50 e 55 

nucleotídeos, respectivamente, 40 SNPs ao longo de toda a sequência, dos quais 12 

dão origem a mudanças de aminoácidos e, dentre os polimorfismos encontrados, 

ocorre uma mutação pontual na posição 1292 da ORF, a transição de uma guanina 

por uma adenina, que leva a um códon de parada prematuro (Trp431Stop) (Tabela 
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9; Figura 10). Desta maneira, assim como o alelo cqm1REC e os outros dois 

caracterizados neste estudo em populações de campo (cqm1REC-D16 e cqm1REC-D25), 

caso traduzido, o gene codificaria uma proteína truncada, sem a âncora GPI, que é 

essencial para a apresentação do receptor Cqm1 na superfície do epitélio intestinal 

das larvas e interação com a toxina Bin. A mutação que caracteriza o alelo cqm1REC-

2 está localizada na mesma região de 269 nt onde foram encontrados os 

polimorfismos dos alelos cqm1REC-D16 e cqm1REC-D25 (Figura 10).  

Este achado confirmou a existência de um segundo alelo de resistência na 

colônia com a capacidade de conferir um fenótipo similar aquele associado ao 

cqm1REC. Após a identificação do alelo cqm1REC-2, foi possível obter duas 

subcolônias a partir da parental R2362, homozigotas para cada um dos alelos 

responsáveis pela resistência, o cqm1REC e o cqm1REC-2, que foram denominadas 

R2362/REC e R2362/REC-2, respectivamente. Após as fundações das colônias, 

cerca de 90 indivíduos de cada uma foram avaliados por PCR alelo-específica e 

todos foram homozigotos para cada um dos alelos, o cqm1REC ou cqm1REC-2. Em 

relação ao fenótipo, foram realizados bioensaios de dose-diagnóstica com 300 

larvas de cada colônia. A mortalidade após 48 horas em ambas subcolônias foi 

inferior a 8%, confirmando seu fenótipo altamente resistente, enquanto que na 

colônia susceptível, a mortalidade foi de 100% após 24 horas de exposição. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



Chalegre, K. D. M.               Caracterização e detecção molecular de alelos de resistência...            81 
 

Figura 9 – Separação eletroforética de fragmentos amplificados por PCR a partir do gene 
cqm1, de larvas Culex quinquefasciatus da colônia R2362 resistente a Bacillus sphaericus. 

 

                            
Fonte: Dados do autor. 
Nota. A primeira caracterização da base molecular da resistência da colônia R2362, descrita 
por Romão et al. (2006), apontou para a deleção de 19 nucleotídeos, correspondente ao 
alelo cqm1REC, cujos fragmentos estão circulados em vermelho. As setas em amarelo 
indicam indivíduos cujo fragmento amplificado é diferente do esperado e indica que a 
resistência não é ligado ao alelo cqm1REC. PM: peso molecular em pares de bases (1 kb plus 
DNA Ladder/InvitrogenTM). CN: Controle negativo, sem DNA molde. 

 

 
Figura 10 – Representação do gene que codifica o receptor Cqm1 em Culex 
quinquefasciatus (número de acesso no GenBank DQ333335) e localização dos 
polimorfismos dos alelos cqm1REC, cqm1REC-D16, cqm1REC-D25 e cqm1REC-2. 
 

 
Fonte: Chalegre et al (2012), modificado. 
Nota: A. sequência de 1848 nucleotídeos (nt) contendo dois íntrons de 50- (1169-1218) e 
55-nt (1655-1709). B. Região de 269 nt (1221-1490) que engloba os polimorfismos dos 
alelos encontrados nas populações de Recife, os quais são: deleção de 19 nt 
correspondendo ao alelo cqm1REC (sublinhada); as seis bases adicionais correspondentes 
ao cqm1REC-D25 (azul e enquadradas); a deleção de 16 nt do alelo cqm1REC-D16 (itálico, rosa e 
sombreado); a mutação pontual na posição 1342 do alelo cqm1REC-2 (marcada em 
vermelho), identificada em larvas da colônia R2362, leva à formação de um códon de 
parada prematuro e portanto a proteína é secretada sem âncora GPI, no lúmen intestinal. 
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PM 

200 
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Tabela 9 - Polimorfismos encontrados na sequência completa de nucleotídeos do alelo 
cqm1REC-2 em relação ao gene cqm1 de Culex quinquefasciatus (número de acesso no 
GenBank DQ333335). 

Posição do 

Nucleotídeo 

cqm1 cqm1REC-2   Posição do 

Nucleotídeo 

cqm1 cqm1REC-D16 

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 T  1602 G T 

532 A C*  1605 C A 

533 C A*  1621 G A* 

609 G T  1734 T C 

Fonte: Dados do autor. 
Nota: Os polimorfismos que causam alterações de aminoácidos na sequência deduzida do 
cqm1 (ROMÃO et al., 2006) estão marcados (*) e o que gera o códon de parada prematuro 
(**). 
 

 

8.4.2 Detecção dos alelos cqm1, cqm1REC e cqm1REC-2 por PCR-multiplex 

 

A partir da obtenção das subcolônias R2362/REC e R2362/REC-2, foi 

possível padronizar um método de PCR-multiplex específico capaz de detectar os 

alelos cqm1, cqm1REC e cqm1REC-2. Quatro primers específicos foram utilizados na 

reação e as associações entre eles dão origem a um fragmento controle de 327 pb 

amplificados a partir de todos indivíduos e fragmentos diagnósticos de 273 pb e 173 
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pb, para os alelos cqm1 e cqm1REC-2, respectivamente. Nas larvas portadoras do 

cqm1REC, são amplificados fragmentos similares ao cqm1, fragmento controle de 308 

pb e o diagnóstico de 254 pb, devido à deleção de 19 nt. A Figura 11 apresenta a 

visualização de indivíduos homozigotos (A) e heterozigotos (B) para os três alelos 

analisados. Pode-se observar um padrão bastante distinto dos indivíduos 

homozigotos para o alelo cqm1REC-2 quando comparado aos padrões de amplificação 

dos alelos cqm1 e cqm1REC (Figura 11A). Já a diferença entre os genótipos 

cqm1cqm1 e cqm1RECcqm1REC é mais discreta, pois apenas 19 pb diferem ambos os 

fragmentos amplificados, controle e diagnóstico (Figura 11A). Para o padrão de 

indivíduos heterozigotos, as bandas diagnóstico de cerca de 273 e 254 

correspondentes aos alelos cqm1 e cqm1REC devem ser analisadas com atenção, 

devido a uma intensidade mais discreta (Figura 11B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chalegre, K. D. M.               Caracterização e detecção molecular de alelos de resistência...            84 
 

Figura 11 – Separação eletroforética de fragmentos amplificados por PCR de alelos do 
gene cqm1 de larvas de Culex quinquefasciatus das colônias Susceptível, R2362/REC e 
R2362/REC-2.  

           
 

              
Fonte: Dados do autor em colaboração com Araújo (2012). 
Nota: A: Indivíduos homozigotos para o alelo cqm1REC-2 (REC-2), homozigoto para o alelo 
cqm1 (S) e homozigoto para o alelo cqm1REC (REC), controle negativo sem DNA molde (C-). 
B: Indivíduos heterozigotos cqm1REC /cqm1REC-2 (REC/REC-2), cqm1/cqm1REC-1 (S/REC) e 
cqm1/cqm1REC-2 (S/REC-2). PM: peso molecular em pares de bases (1 Kb Plus DNA 
Ladder/InvitrogenTM) e Frag: tamanho dos fragmentos em pares de base. 
 
 
 
8.5 Frequência dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 na colônia R2362 

 

A partir da identificação do alelo cqm1REC-2 na colônia R2362, alguns 

questionamentos foram levantados em relação a sua origem, a partir de qual 

momento estaria presente na colônia e qual a frequência de cada alelo de 

resistência ao longo do desenvolvimento da colônia. Após a padronização da PCR-

multiplex para detecção dos alelos cqm1, cqm1REC e cqm1REC-2, a mesma foi 

aplicada para a análise de amostras entre 100 e 115 indivíduos provenientes de sete 

gerações da colônia R2362, a fim de avaliar a presença e frequência destes alelos 

em algumas gerações da colônia, graças à disponibilidade de amostras 

armazenadas a -70 ºC. Nesta e na próxima seção foi convencionado usar a 

A 

B 
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nomenclatura S, REC e REC-2 para os alelos cqm1, cqm1REC e cqm1REC-2, 

respectivamente. 

A tabela 10 reúne os dados de frequência e genótipos dos alelos REC, REC-2 

e S encontrados ao longo das gerações analisadas da colônia R2362 realizada em 

colaboração com a bióloga Daniella Tavares (ARAÚJO, 2012). Ambos os alelos, 

REC e REC-2, co-existiam desde as primeiras gerações analisadas, F34 e F35, sendo 

RECREC o genótipo mais frequente, em cerca de 50% de larvas. A presença do 

REC-2 foi observada, sobretudo em indivíduos heterozigotos (27%) com uma 

frequência de homozigotos, variando de 3 a 5%. Também foi possível observar a 

presença de indivíduos portando o alelo S tanto em heterozigose, como em 

homozigose, embora a hipótese que estes fragmentos sejam correspondentes a 

outros alelos de resistência ainda não caracterizados não pode ser descartada. Na 

geração F98 a predominância do genótipo RECREC é mantida, enquanto que nas 

gerações F107 e F163 o genótipo resistente heterozigoto RECREC-2 apresenta uma 

frequência elevada (F107 com 72%, F163 com 49%), embora ainda tenha sido 

encontrado um percentual elevado, 40%, do genótipo RECREC na geração F163. 

Observa-se nas gerações 182 e 191 um claro decréscimo do genótipo inicialmente 

majoritário, RECREC, com um aumento do genótipo homozigoto resistente REC-

2REC-2, além do heterozigoto resistente RECREC-2, resultando numa inversão da 

predominância dos alelos. Enquanto que na geração F163, o alelo predominante 

(0,66) era o REC, nas gerações F182 e F191 o REC-2 predomina com 0,64 e 0,69, 

respectivamente (Tabela 10). Nas gerações F182 e F191 houve um grande aumento 

do genótipo REC-2REC-2 que coincide com o período em que a pressão de seleção 

foi estabelecida de forma regular na colônia a partir da geração F138. 

A análise da Figura 12 mostra a frequência dos alelos ao longo das gerações 

estudadas. O alelo REC foi claramente majoritário até a geração F163 (66-75%), 

havendo um equilíbrio com o alelo REC-2 observado de forma inesperada na F107. 

Nas gerações F182 e F191 o alelo REC-2 está presente na maioria dos genótipos 

analisados com frequência estimada de 64% a 69%, respectivamente. 
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Tabela 10 – Frequência dos genótipos a partir dos alelos cqm1(S), cqm1REC(REC) e cqm1REC-2 (REC-2) em larvas de Culex quinquefasciatus 
em diferentes gerações da colônia resistente R2362, mantida em laboratório. 

  Genótipos (%)  Alelos (%) 
Geração N RECREC REC-2REC-2 RECREC-2 RECS REC-2S SS ND  REC REC-2 S 

F35 115 56 5 27 7 3 0 2  75 20 5 
             

F37 110 43 3 17 23 5 2 7  68 15 17 
             

F98 110 39 7 23 22 7 0 2  62 23 15 
             

F107 110 13 12 72 0 1 0 2  52 48 0 
             

F163 110 40 8 49 0 0 0 3  66 34 0 
             

F182 100 7 36 57 0 0 0 0  36 64 0 
 

F191 
 

110 
 

11 
 

52 
 

44 
 
0 

 
0 

 
0 

 
3 

 
 

 
31 

 
69 

 
0 

Fonte: Dados do autor em colaboração com Araújo (2012). 
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Figura 12 – Frequência dos alelos cqm1 (S), cqm1REC (REC) e cqm1REC-2 (REC-2) em larvas 
de Culex quinquefasciatus da colônia resistente R2362 mantida em laboratório há mais de 
190 gerações.  
 

 
Fonte: Dados do autor em colaboração com Araújo (2012). 
 
 
8.6 Competição dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 sob condições de laboratório 

 

 A partir dos dados das frequências dos alelos REC e REC-2 na colônia R2362 

e a ausência de registros precisos em relação à pressão de seleção imposta durante 

a sua manutenção, o objetivo desta etapa foi avaliar a frequência destes alelos sob 

condições controladas em relação à pressão de seleção com Bsp. Um dos ensaios 

utilizados para avaliar tal parâmetro, foi manter a pressão de seleção com o 

biolarvicida Bsp na colônia R2362, a cada geração, a partir da F186, e em paralelo 

fundar uma nova subcolônia a partir do cruzamento de indivíduos das subcolônias 

R2362/REC e R2362/REC-2 e mantê-la sob tratamento com Bsp. A cada geração, 

cerca de 60 indivíduos de cada colônia foram analisados por PCR alelo-específica 

para a determinação de seus respectivos genótipos para os alelos cqm1REC e 

cqm1REC-2. 

A análise da colônia R2362, tratada com Bsp a cada geração a partir da 

geração F186, mostrou que o REC-2 manteve a predominância observada na 

geração F182 (Tabela 10) com uma frequência estável entre 0,62 e 0,74, enquanto o 

alelo REC oscilou entre 0,26 e 0,38 ao longo das oito gerações analisadas (Figura 

13A). Em relação aos genótipos, observa-se um número muito próximo e majoritário 

de indivíduos heterozigotos e homozigotos REC-2REC-2, enquanto o número de 

indivíduos homozigotos para o alelo REC é menor ou igual a 10% (Fig 13B). 
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A subcolônia R2362/RECREC-2 foi fundada visando iniciar os experimentos 

com uma frequência de 0,5 para cada um dos alelos e, diferentemente da colônia 

R2362, na ausência de pressão de seleção. A geração F1 apresentou uma 

frequência de 0,52 para o alelo REC e 0,48 para o alelo REC-2, e até a geração F3, 

foram observadas oscilações entre as frequências. A partir da F4 até a F12 o alelo 

REC teve a maior frequência em todas as gerações, 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 genótipos, a partir da F4, predominaram os indivíduos heterozigotos e 

homozigotos RECREC, enquanto que se observou uma redução de larvas 

homozigotas REC-2REC-2, em oposição aos resultados da colônia sob pressão de 

seleção (Figura 14B). 

Na décima geração, a subcolônia R2362/RECREC-2 foi subdividida em outra 

subcolônia (R2362/RECREC-2/EXP) que foi submetida a tratamento com Bsp a 

cada geração a fim de avaliar se haveria uma mudança nas frequências dos alelos 

REC e REC-2, observadas na R2362/RECREC-2. Nas quatro gerações avaliadas 

(F11-F14) desde o início da pressão de seleção, apesar de uma grande redução na 

frequência do REC entre as gerações F11 e F13 em relação à F10, na geração F14 a 

frequência deste alelo aumentou e atingiu um valor semelhante à geração F10 

(Figura 15A). Em relação aos genótipos, após a pressão de seleção o número de 

homozigotos REC-2REC-2 foi maior nas 3 gerações posteriores (F11-F13) em relação 

àquela anterior à pressão de seleção, voltando a cair na geração F14, momento este 

em que a frequência do alelo REC atingiu seu máximo nesta geração (Figura 15A e 

B). Na subdivisão da subcolônia R2362/RECREC-2 na geração F10, houve uma 

grande redução populacional e isto parece ter interferido nas frequências dos alelos 

dada a oscilação encontrada, devido à deriva gênica. 
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Figura 13 – Frequência alélica e genotípica do cqm1REC (REC) e cqm1REC-2 (REC-2) em larvas de Culex quinquefasciatus de oito gerações 
(F187 a F194) da colônia R2362, mantida sob condições de laboratório e tratamento com o biolarvicida Bacillus sphaericus a cada geração. 
 

           
 

                                  
 

Fonte: Dados do autor. 
Nota: A: Frequência alélica. B: Frequência genotípica para os alelos cqm1REC e cqm1REC-2. 
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Figura 14 – Frequência alélica e genotípica do cqm1REC (REC) e cqm1REC-2 (REC-2) em larvas de Culex quinquefasciatus de 12 gerações (F1 a 
F12) da colônia R2362/RECREC-2, mantida sob condições de laboratório e sem tratamento com o biolarvicida Bacillus sphaericus. 
 

                                    
 

          
 
Fonte: Dados do autor. 
Nota: A: Frequência alélica. B: Frequência genotípica para os alelos cqm1REC e cqm1REC-2. 
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Figura 15 – Frequência alélica e genotípica do cqm1REC (REC) e cqm1REC-2 (REC-2) em larvas de Culex quinquefasciatus de quatro gerações 
(F11 a F14) da colônia R2362/RECREC-2/EXP, mantida sob condições de laboratório e pressão de seleção com o biolarvicida Bacillus 
sphaericus (Bsp).  
 
 

 

    
Fonte: Dados do autor. 
Nota: A: Frequência alélica. B: Frequência genotípica para os alelos cqm1REC e cqm1REC-2. 
 

Tratamento 
com Bsp 

A 

B 

Tratamento 
com Bsp 

 F10               F11               F12              F13              F14 

     F10               F11                F12                F13              F14 

Fr
eq

uê
nc

ia
 A

lé
lic

a 
Fr

eq
uê

nc
ia

 G
en

ot
íp

ic
a 

%
 

Gerações 

Gerações 



Chalegre, K. D. M.               Caracterização e detecção molecular de alelos de resistência...             92 
  

8.7 Expressão dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 

 

 Um aspecto importante para a compreensão dos possíveis efeitos que podem 

estar associados aos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 é avaliar se as respectivas 

proteínas Cqm1 truncadas seriam expressas em larvas homozigotas para estes 

alelos, visto que as -glicosidases são proteínas necessárias para a digestão no 

inseto. A análise da expressão gênica foi realizada a partir de primers específicos 

para o gene alvo cqm1, e para um gene endógeno, 18S, em triplicata, totalizando 15 

indivíduos analisados por colônia. A análise das curvas-padrão mostrou que a 

eficiência de amplificação do gene de interesse em relação ao controle endógeno 

foram similares, e a curva de dissociação dos primers mostrou apenas um pico de 

melting para cada um dos genes, indicando um sinal específico para cada um dos 

alvos de amplificação (Fig 16). 

 Os ensaios de quantificação relativa mostraram que os CTs (Cycle Threshold) 

médios, ou seja, o número de ciclos requeridos para o sinal fluorescente ultrapassar 

o nível de ruído (threshold) para o controle endógeno foram similares (≈14), 

enquanto que para o gene alvo, cqm1, foram diferentes indicando padrões distintos 

de transcritos (21 a 28), de ordem decrescente para os alelos cqm1, cqm1REC e 

cqm1REC-2 (Tabela 11). 

 
Tabela 11 – Cycle Threshold (CTs) médios dos genes alvo, cqm1, e controle endógeno, 
18S, obtidos através de PCR em tempo real de 15 larvas das colônias susceptível, e 
resistentes R2362/REC e R2361/REC-2. 

Genes CT médio (DV com 95% NC)a 

 Susceptível R2362/REC R2362/REC-2 

18S 14,1566 (0,1280) 14,1816 (0,2197) 14,0279 (0,2336) 

cqm1 21,1799 (0,9113) 25,5165 (0,4551) 28,3007 (0,2420) 

Fonte: Dados do autor. 
aDesvio-padrão com 95% de nível de confiança. 
   
 

 A quantificação relativa revelou níveis baixos de transcritos dos alelos de 

resistência cqm1REC e cqm1REC-2, que foram em média 20 e 100 vezes menores, 

respectivamente, em relação ao gene susceptível cqm1 (Figura 17). Em relação ao 

cqm1REC, o alelo cqm1REC-2 é expresso cinco vezes menos (Figura 18). 
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Figura 16 – Curva de dissociação da RT-PCR quantitativa dos genes cqm1 e 18S. 
 

 
 

 

 
Fonte: Dados do autor. 
Nota: A: Gene cqm1 e seus alelos cqm1REC e cqm1REC-2. B: Gene 18S. 
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Figura 17 – Expressão relativa dos alelos de resistência cqm1REC e cqm1REC-2 em relação ao 

gene de referência susceptível, cqm1. 

                           
Fonte : Dados do autor. 
 
 
Figura 18 – Expressão relativa dos alelos de resistência cqm1REC e cqm1REC-2. 

 

 
Fonte : Dados do autor. 
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 A expressão dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 também foi avaliada através de 

ensaios de competição. A toxina Bin marcada (Bin-I125) foi incubada com amostras 

de BBMF de larvas das colônias S, R2362/REC, R2362/REC-2 e de larvas de Ae. 

aegypti, na ausência de competidor para determinar a capacidade de ligação total e 

na presença de competidor (toxina Bin não marcada) em concentrações crescentes 

(0-3000 nM) (Figura 19). Na colônia S, a Bin-I125 apresentou capacidade total de 

ligação à BBMF e foi gradualmente deslocada na presença de concentrações 

crescentes da toxina Bin livre (competidor), demonstrando a especificade da ligação. 

A toxina Bin-I125 apresentou uma fraca capacidade de ligação às BBMFs de larvas 

das colônias R2362/REC e R2362/REC-2, na ausência de competidor, denotado 

pelo baixo percentual de ligação observado. Além disso, a adição de concentrações 

crescentes da toxina Bin livre mostrou uma baixa capacidade de deslocamento da  

Bin-I125 ligada, demonstrando a baixa especificidade dessas ligações, semelhante 

aos dados obtidos a partir de amostras de BBMF de larvas de Ae. aegypti, 

totalmente refratárias a Bsp e, portanto, sem interação específica com a toxina Bin 

(Figura 19).  
 
 
Figura 19 – Curva de competição entre a toxina Bin de Bacillus sphaericus radiomarcada 
(Bin-I125) e preparações de microvilli intestinal de larvas de Culex quinquefasciatus das 
colônias Suscepível, R2362/REC, R2363/REC2 e de larvas de Aedes aegypti. 
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Fonte: Dados do autor. 
Nota : Foram incubados 25 µg de cada preparação de microvilli intestinal com 10 nM da Bin-
I125 na presença de concentrações crescentes (0-3.000 nM) do competidor (toxina Bin não 
marcada). 
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9 DISCUSSÃO 

 

Bacillus sphaericus é considerado o biolarvicida que apresenta grande 

eficácia para o controle de espécies do complexo do mosquito Culex pipiens 

(LACEY, 2007). O alto potencial desse biolarvicida está relacionado ao seu espectro 

de ação seletivo e sua capacidade de se reciclar e persistir nos criadouros, que 

promove condições para que um nível de controle a longo prazo possa ser 

alcançado (LACEY, 2007; BERRY, 2012). A Região Metropolitana do Recife (RMR) 

ainda tem áreas endêmicas para a filariose e, dentro do programa de controle desta 

doença, biolarvicidas a base de Bsp tem sido utilizados para o controle do vetor C. 

quinquefasciatus (CHALEGRE et al., 2009; REGIS et al., 1995; 2000; SILVA-FILHA 

et al., 2001; 2008). 

A detecção ou o registro de populações de Culex resistentes a Bsp, tanto em 

laboratório como em campo pode limitar o uso deste biolarvicida visto que o mesmo 

possui apenas um fator tóxico, a toxina Bin, que depende da interação específica 

com o receptor Cqm1 para levar as larvas à morte (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 

1992). Estratégias para o manejo da resistência são essenciais para o sucesso dos 

programas de controle de insetos e a maioria destas é baseada em modelos que 

assumem que a frequência inicial de alelos r em uma dada população é baixa 

(GOULD et al., 1997). Ferramentas moleculares para detecção de alelos r ainda são 

pouco utilizadas, visto que é necessária a caracterização molecular prévia destes 

alelos. Portanto, até o momento, a avaliação da susceptibilidade in vivo das 

populações de campo através de bioensaios é a ferramenta mais utilizada para 

avaliar o risco de seleção de resistência (GÉNISSEL 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 frequência do alelo cqm1REC, 

previamente caracterizado na colônia R2362 sob condições de laboratório em 

populações não tratadas da RMR. As populações de campo de Ipojuca e Jaboatão 

foram avaliadas quanto à sua susceptibilidade a Bsp, e os valores de razão de 

resistência (RR) para as CL90 foram similares à colônia de referência, susceptível, 

enquanto aqueles relacionados à CL50 mostraram pequenas alterações. As 

variações encontradas foram semelhantes àquelas observadas em populações não 

tratadas descritas em outros estudos, indicando a ocorrência de variações naturais 
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na susceptibilidade a Bsp (CHALEGRE et al., 2009; 2012; WIRTH et al, 2001; 

WIRTH, 2010). As populações de Roda de Fogo e Azeitona não puderam ser 

avaliadas através de bioensaios, visto que suas amostras foram congeladas em 

1999. É esperado que estas populações tenham susceptibilidades semelhantes, pois 

não há registro de uso de Bsp nestas áreas, bem como elas são isoladas 

geograficamente de apenas duas áreas expostas a Bsp naquela época (REGIS et al, 

1995; SILVA-FILHA et al., 2001).  

Sabe-se que um dos fatores determinantes no processo da seleção de 

resistência é a frequência inicial de alelos r, bem como seu modo de herança em 

populações naturais expostas ao tratamento com o biolarvicida. Um exemplo deste 

aspecto foi demonstrado no estudo realizado por Mcgauhey e Beeman (1988), que 

mantiveram em laboratório cinco colônias do lepidóptero Plodia interpunctella, 

originadas de diferentes amostras de campo, sob forte pressão de seleção com o 

Bacillus thuringiensis. Após 40 gerações, a resistência em uma das colônias 

aumentou 250 vezes, enquanto este número foi de 15 vezes em outra linhagem, 

indicando que diferenças nas frequências iniciais de alelos r nestas populações seria 

a causa das variações de RR observadas. O diagnóstico da resistência por PCR 

alelo-específica tem sido considerado um método mais direto para detectar alelos r, 

principalmente a uma baixa frequência. Esta abordagem requer que os genes que 

conferem resistência sejam conhecidos e que alelos de indivíduos susceptíveis e 

resistentes possam ser distinguidos por variações na sequência de DNA (GAHAN et 

al., 2007). São várias as vantagens desta técnica em relação aos ensaios de 

susceptibilidade in vivo e a principal é a detecção de indivíduos heterozigotos em 

uma amostra, o que não pode ser obtido através de um bioensaio quando o modo 

de herança dos alelos r é recessiva ou dominante. 

Em relação à detecção de alelos r selecionados em laboratório, como o 

cqm1REC, sabe-se que nem sempre estes são detectados em populações de campo 

a exemplo dos alelos de caderinas associados à resistência à toxina Cry1Ac de Bt, 

cuja identificação em populações de lepidópteros não foi possível (TABASHNIK et 

al., 2006; GAHAN et al., 2007). No caso específico do alelo cqm1REC, após sua 

identificação na colônia R2362 foi feito um screening em algumas populações 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 

populações não tratadas, a fim de determinar a sua ocorrência e estabelecer a 
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frequência inicial nesta condição, em que os insetos não sofreram pressão de 

seleção prévia com Bsp. O alelo cqm1REC foi detectado nas quatro populações sem 

histórico de tratamento com Bsp analisadas e em três delas, Ipojuca, Jaboatão e 

Azeitona, as frequências foram  da ordem de 10-3 (0,001 a 0,003). Estes dados 

foram similares aqueles obtidos de duas populações não tratadas que foram 

previamente analisadas na RMR bem como aos dados de frequência de alelos r a 

Bt, que em muitos casos apresentam uma frequência inicial em áreas não 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 

populações, Roda de Fogo, apresentou uma frequência significativamente mais 

elevada do que as demais populações analisadas, sendo da ordem de 10-2 (0,017), 

a mesma observada na população tratada de Água Fria (CHALEGRE et al., 2009). 

Estes resultados mostram que a grande variação encontrada da frequência do 

alelo cqm1REC nas populações não tratadas de 0,001 até 0,017 indica diferentes 

níveis de risco de seleção de resistência, 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 não 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 resistência a Bt em populações de 

campo de lepidópteros coletadas em áreas de cultivares do algodão-Bt na China 

também mostrou uma grande variação de frequências, 10-4 a 10-1 (GAO et al., 2009; 

LIU et al., 2008; 2010; XU et al., 2009; ZHAO et al., 2010), com o último sendo 

considerado o primeiro aumento substancial da frequência de genes de resistência 

entre as áreas em estudo. 

A partir do screening do cqm1REC nas populações, foi realizada a análise  de 

sua identidade e todos os fragmentos amplificados que potencialmente 

correspondiam ao alelo cqm1REC (<208 pb) foram sequenciados. Durante esta 

investigação foi possível confirmar a identidade da maioria dos alelos como sendo 

cqm1REC e também foi descoberto um novo evento na mesma região amplificada, 

que corresponde a uma deleção de 16 nt, aqui denominado cqm1REC-D16, 

demonstrando que a região alvo da PCR pode abranger estas duas deleções ligadas 

à resistência. Em paralelo, em um estudo desenvolvido pela doutoranda Eloína 

Santos com a população de Água Fria, foi identificado um fragmento que continha 
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uma deleção de 25 nt. Ambos os alelos, cqm1REC-D16 e cqm1REC-D25 foram 

caracterizados e as deleções em questão são, potencialmente, capazes de provocar 

a resistência à toxina Bin de forma similar ao que ocorre no alelo cqm1REC, cpm1GEO 

e cpm1BP, pois este evento também leva a formação de uma proteína truncada 

desprovida da âncora GPI (DARBOUX et al., 2002, 2007; ROMÃO et al., 2006). No 

entanto, o efeito fisiológico desses alelos não pode ser avaliado, visto que foram 

detectados em amostras populacionais e não foi possível o estabelecimento de uma 

colônia para esse tipo de estudo. Estes novos polimorfismos ocorrem na mesma 

região daquele caracterizado no cqm1REC em uma área que parece ser um hotspot.  

Em relação à ocorrência destes três alelos, observou-se que o alelo cqm1REC  

tem uma distribuição mais ampla, pois foi detectado em todas as populações 

analisadas, seguido do cqm1REC-D16 que foi detectado em duas das quatro 

populações não tratadas analisadas e o cqm1REC-D25 foi detectado apenas na 

população tratada de Água Fria. Em relação à frequência destes três alelos, o 

cqm1REC variou na ordem de 10-3 a 10-2, enquanto os alelos cqm1REC-D16 e cqm1REC-

D25 foram encontrados na ordem de 10-3. No entanto, o achado de larvas 

homozigotas para o alelo cqm1REC-D16 na população de Jaboatão não era esperado, 

pois alelos r em populações não tratadas são frequentemente observados em 

heterozigose (YANG et al., 2007; CHALEGRE et al., 2009; ZHAO et al., 2010). Os 

dados variáveis de distribuição e frequências destes três alelos r entre as 

populações analisadas indicam a importância do manejo da resistência antes e 

durante o tratamento com Bsp de criadouros de C. quinquefasciatus. As frequências 

dos alelos cqm1REC, cqm1REC-D16 e cqm1REC-D25 encontradas neste trabalho foram 

semelhantes a algumas obtidas a partir de análises de F2 screen, para alelos r das 

toxinas Cry do Bt em populações de lepidópteros, na ordem de 10-2 a 10-3 

(GÉNISSEL 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 específica 

para detecção de alelos r em plantas Bt nas espécies de P. gossypiella e H. 

virescens, as frequências foram bem inferiores, na ordem de 10-4 a 10-5, entretanto 

estes alelos não foram diretamente detectados e as frequências foram estabelecidas 

por modelos estatísticos (GAHAN et al., 2007; TABASHNIK et al., 2006).  

Os resultados deste trabalho demonstraram que o gene cqm1 possui diversos 

polimorfismos associados à resistência a Bsp e um panorama semelhante, 

envolvendo a detecção de múltiplos alelos do gene da caderina associados à 
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resistência à toxina Cry1Ac, foi descrito em lepidópteros pragas do algodão (GAHAN 

et al., 2001; MORIN et al., 2003; ZHAO et al, 2010). Até o momento, 14 alelos da 

caderina que causam elevados níveis de resistência, também relacionados a falhas 

na interação toxina-receptor, foram identificados, sendo um em uma colônia 

selecionada em laboratório de Heliothis virescens, quatro em Pectinophora 

gossypiella e nove alelos detectados em Helicoverpa armigera, sendo as duas 

últimas espécies provenientes de populações 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 são 

considerados nulos, uma vez que são interrompidos por eventos que resultam na 

geração de códons de terminação da tradução prematuros, ou que geram eventos 

de processamento do RNA mensageiro aberrantes, codificando assim proteínas 

truncadas. Em todos os casos, o resultado final é a incapacidade da toxina se ligar 

ao seu tecido alvo, de uma forma semelhante à observada para os alelos r do gene 

cqm1 aqui descritos, apontando que estes eventos são comuns nestes genes que 

codificam proteínas de função 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 o monitoramento, no caso de 

screening de alelos r da caderina tem sido considerado uma tarefa complexa devido 

à diversidade e múltiplas localizações das mutações associadas à resistência ao 

longo deste gene que possui uma grande extensão (16,4 kb) (YANG et al., 2006). 

Em contraste, o gene cqm1 com cerca de 1,8 kb (ROMÃO et al., 2006), e a co-

localização de polimorfismos em um hotspot, apresenta facilidade operacional para 

amplificação e sequenciamento permitindo uma busca de alelos r em populações de 

campo. 

Dada à existência de diferentes mutações no gene cqm1/ cpm1 que conferem 

resistência a Bsp, este estudo também teve por objetivo avaliar a ocorrência do alelo 

cpm1GEO que foi caracterizado em uma colônia de C. pipiens oriunda de diferentes 

regiões da Califórnia (WIRTH et al., 2000). A região de Água Fria tem sido tratada 

com Bsp e apresenta uma maior frequência do cqm1REC (CHALEGRE et al., 2009) e, 

devido a estas características, esta população foi escolhida para investigar a 

ocorrência do alelo cpm1GEO. Foi obtido um método de detecção específico para 

larvas portando este alelo. Entretanto o alelo cpm1GEO não foi encontrado e isto pode 
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ter ocorrido pelo número de indivíduos avaliados ter sido insuficiente, caso o alelo 

ocorra, mas tenha uma baixa frequência. Outra possibilidade seria que este alelo, 

caracterizado em uma população isolada geograficamente, simplesmente não ocorra 

na população avaliada. O estudo deve ser ampliado para chegar a uma conclusão a 

respeito da ocorrência deste alelo na RMR.  

Neste estudo, além da caracterização dos alelos cqm1REC-D16 e cqm1REC-D25 

em populações da RMR, foi identificado e caracterizado um novo alelo na colônia 

R2362. O segundo alelo, cqm1REC-2, possui na sua sequência uma mutação pontual 

nonsense que gera um códon de terminação da tradução prematuro, a exemplo de 

outros alelos r caracterizados em larvas de Culex, como o cpm1GEO e cpm1BP 

(DARBOUX et al., 2002, 2007). Um estudo prévio de polimorfismos no gene cqm1 

mostrou a existência de pelo menos 13 substituições de aminoácidos na sequência 

deduzida do receptor Cqm1 obtida a partir da análise de indivíduos da população 

tratada de Água Fria, demonstrando o quão polimórfica é essa sequência e que 

podem haver outros eventos que podem levar à resistência (CHALEGRE, 2008).  

O método específico de PCR para detecção dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2, 

foi aplicado em diferentes gerações ao longo do desenvolvimento da colônia R2362 

para determinar sua frequência, visto que a caracterização inicial desta colônia 

apontou que ela seria constituída de indivíduos homozigotos para o alelo cqm1REC 

(ROMÃO et al, 2006). Os dados deste estudo demonstraram que pouco após início 

da fundação da colônia (F35-F37) ambos os alelos co-existiam, mas com uma maior 

frequência do genótipo cqm1REC/cqm1REC, o que explica o fato dos indivíduos 

sequenciados no momento da caracterização molecular da colônia terem 

apresentado este genótipo, sendo a colônia caracterizada por ser composta por 

indivíduos homozigotos para este alelo (ROMÃO et al., 2006). Os dados apontam 

um aumento da frequência do alelo cqm1REC-2 ao longo do desenvolvimento da 

colônia, embora com algumas flutuações, tendo atingido uma predominância a partir 

da geração F182. O aumento da frequência do alelo cqm1REC-2 coincidiu com o 

período em que a exposição da colônia a Bsp foi realizada de uma forma regular, a 

partir de registros precisos, o que não pôde ser obtido de outros momentos de 

manuntenção da colônia (C. M. F. Oliveira, dados não publicados), demonstrando 

que este aumento na frequência poderia estar ligado a condições de pressão de 

seleção com o biolarvicida.  
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A fundação de duas colônias compostas por indivíduos homozigotos para 

cada um dos alelos permitiu avaliar se a pressão de seleção seria o fator 

determinante na possível substituição do alelo cqm1REC pelo cqm1REC-2. A partir da 

geração F186 a pressão de seleção na colônia R2362 foi imposta a cada geração 

para avaliar a evolução das frequências dos alelos e o cqm1REC-2 foi majoritário e 

manteve-se estável durante a avaliação. Em paralelo, na subcolônia 

R2362/RECREC-2, mantida sem pressão de seleção com Bsp, foi observado um 

crescente aumento da frequência do alelo cqm1REC a partir da geração F3, o qual 

continuou predominante nas nove gerações subsequentes, em contraste com o 

observado na colônia R2362. A fim de avaliar se este panorama mudaria na 

presença de Bsp, foi imposta na geração F10 desta subcolônia uma forte pressão de 

seleção. Foi possível avaliar quatro gerações, cujas frequências dos alelos oscilaram 

bastante, com uma queda inicial do cqm1REC, mas que na geração F14 atingiu 

valores semelhantes àqueles encontrados na subcolônia sem pressão de seleção. 

Apesar da hipótese de que com pressão de seleção, o alelo cqm1REC-2 seria 

predominante não ter sido confirmada a partir deste último modelo, talvez pelo 

tempo de análise ter sido insuficiente, o conjunto de resultados obtidos, a partir das 

outras avaliações, indica que os alelos cqm1REC-2 e cqm1REC predominam, 

respectivamente, sob condições de exposição e na ausência de tratamento com o 

biolarvicida. 

Uma das explicações para a maior frequência do alelo cqm1REC-2 poderia 

estar ligada a um menor custo biológico, em caso de maior pressão de seleção, do 

que o alelo cqm1REC, inicialmente selecionado e caracterizado na população. São 

necessários 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 fenômeno de sucessão destes alelos na 

colônia. Labbé et al. (2009) descrevem uma situação semelhante em uma população 

de C. pipiens no sul da França, em que foi identificado uma substituição envolvendo 

três alelos do mesmo gene de resistência à químicos, denominado Ester, e este 

processo parece estar relacionado à capacidade adaptativa dos alelos de acordo 

com o ambiente e pressão de seleção aos quais as populações foram submetidas. 

Sabe-se que o fenótipo de resistência conferido por estes dois alelos é o 

mesmo visto que o receptor Cqm1, se expresso, estaria ausente do microvilli, 

condição essencial para a ação da toxina Bin. Além disso, bioensaios com alta dose 
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diagnóstica confirmaram que larvas homozigotas para cada um dos alelos são 

resistentes a Bsp. Uma das avaliações realizadas foi a verificação da expressão do 

RNA mensageiro desses alelos, já que, em virtude do cqm1REC-2 parece ter um 

ganho no que diz respeito ao fitness do inseto, talvez isto estivesse relacionado a 

uma expressão da proteína truncada Cqm1. No entanto, após as avaliações, foi 

observada uma expressão significativamente menor de ambos os alelos cqm1REC e 

cqm1REC-2 em relação ao cqm1, com uma queda mais acentuada do cqm1REC-2 e, 

talvez, este parâmetro per se não cause efeitos no custo biológico do inseto. Ensaios 

de interação entre a toxina Bin e amostras de microvilli intestinal (BBMF) de larvas 

das subcolônias R2362/REC e R2362/REC-2 mostraram que, em relação à BBMF 

susceptível, a ligação de ambas foi muito reduzida e a competição de ligação 

praticamente inexistente por sítios específicos, com um perfil semelhante aquele 

observado a partir da BBMF de Ae. aegypti, espécie refratária. Estes dados 

confirmam que receptores Cqm1 funcionais nas colônias resistentes não estão 

sendo expressos nos níveis encontrados para a colônia susceptível, corroborando 

os dados de bioensaios e aqueles obtidos por PCR em tempo-real. 

As avaliações da expressão dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 indicam que 

pode haver outros fatores relacionados à predominância destes alelos nas situações 

observadas. Dentre eles está a via nonsense mediated decay (NMD) que é 

responsável pela degradação do RNAm aberrante codificando potencialmente para 

produtos protéicos menores ou não funcionais como um sistema de sobrevivência, 

sendo detectado em diversos organismos eucarióticos (CULBERTSON; LEEDS, 

2003; GONZALEZ et al., 2001; WAGNER; LYKE-ANDERSEN, 2002; WILKINSON; 

SHYU, 2002). Este mecanismo pode ser o responsável pela expressão reduzida dos 

alelos cqm1REC e cqm1REC-2, visto que por ter um códon de parada prematuro gerado 

pela deleção de 19 nt ou pela mutação pontual, entre dois íntrons, os RNA 

mensageiros seriam potencialmente degradados (ROMÃO et al., 2006). Em 

contraste, o alelo cpm1GEO tem níveis de trasncritos semelhantes ao alelo 

susceptível cpm1. Isto pode ser devido à mutação que leva ao códon de terminação 

prematuro ser localizada já no final da sequência (T1706A) o que não ativaria a via 

NMD (DARBOUX et al., 2002). 

Outra hipótese que pode estar relacionada às predominâncias dos alelos em 

diferentes condições é que a via NMD parece não apenas estar envolvida na 

degradação de RNAm aberrantes, mas também pode estar relacionada à regulação 
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da expressão de um grande número de genes em diversos organismos, embora o 

papel biológico desse mecanismo ainda não esteja claro e poucos alvos 

evolutivamente conservados tenham sido identificados (RAYSON et al., 2012).  

Para avaliar o custo biológico relacionado a estes alelos, ainda são 

necessários mais estudos, relacionados diretamente à expressão do receptor Cqm1 

ou a possíveis genes relacionados ao desenvolvimento que possam ser regulados 

via NMD. Embora a resistência em indivíduos da colônia R2362 tenha sido 

relacionada a uma discreta redução de alguns parâmetros biológicos (OLIVEIRA et 

al., 2003), esta colônia foi mantida em laboratório por mais de dez anos, e dados 

recentes têm demonstrado que o alelo cqm1REC é capaz de comp etir com o alelo 

susceptível cqm1, pelo menos sob condições de laboratório (AMORIM et al., 2010). 

De uma maneira semelhante, os genes da caderina e seus alelos nulos associados 

à resistência à Cry1Ac não parecem ser essenciais para a sobrevivência de H. 

virescens, P. gossypiella e H. armigera (GAHAN et al., 2001; MORIN et al, 2003; 

ZHAO et al., 2010). Dados sobre a caracterização bioquímica da proteína Cqm1 são 

escassos, embora se saiba que em larvas de C. quinquefasciatus foram 

identificadas cinco -glicosidases ligadas ao epitélio intestinal, dentre elas a Cqm1 

(ROMÃO et al., 2006). No entanto, as características destas moléculas e qual o 

efeito fisiológico causado pela perda de uma delas na digestão de carboidratos e no 

desempenho geral dos insetos ainda são desconhecidos. 

Os achados deste trabalho de novas mutações no gene cqm1 relacionadas à 

resistência a Bsp, que foram mapeadas na mesma região de outros polimorfismos já 

caracterizados, sugerem que este trecho do gene pode ser um hotspot para tais 

eventos. Além dos quatro alelos caracterizados na Região Metropolitana do Recife, 

a mesma região contém as mutações que caracterizam os alelos cpm1BP e cpm1BP-

del que coexistem em populações de C. pipiens na França (DARBOUX et al., 2007). 

O único alelo que apresenta uma mutação localizada fora dessa região é o cpm1GEO 

caracterizado em uma colônia oriunda de populações de C. pipiens do Estado da 

Califórnia, EUA (DARBOUX et al., 2002). Do ponto de vista molecular, estudos 

adicionais são necessários para entender a razão de tais eventos estarem 

concentrados nessa região do gene cqm1, além do impacto que eles podem causar 

no desenvolvimento do inseto. 

As frequências dos alelos encontradas neste trabalho em populações não 

tratadas com Bsp, principalmente a de Roda de Fogo, bem como a identificação de 
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três novos alelos r reforçam a importância e a viabilidade da aplicação dos métodos 

moleculares para o monitoramento de seleção de resistência.  
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10 CONCLUSÕES 

 

a) Nas populações de Culex quinquefasciatus da Região Metropolitana do 

Recife circulam, pelo menos, três alelos de resistência a Bacillus sphaericus 

(cqm1REC, cqm1REC-D16 e cqm1REC-D25). 

b) Dentre os alelos observados nas populações da RMR, o cqm1REC tem uma 

importância estratégica no manejo da resistência, visto que foi detectado em 

todas as populações analisadas e com maior variação na frequência. 

c) As mutações dos alelos cqm1REC, cqm1REC-D16, cqm1REC-D25 e cqm1REC-2 

ocorrem em uma região específica do gene cqm1, permitindo um fácil 

desenvolvimento de ferramentas moleculares para seu diagnóstico. 

d) Um novo alelo, cqm1REC-2, foi co-selecionado na colônia resistente de 

laboratório R2362 e parece ter ocorrido um fenômeno de sucessão de alelos 

nesta colônia. 

e) Os alelos cqm1REC-2 e cqm1REC tem características adaptativas diferentes visto 

que predominam, respectivamente, em condições com e sem pressão de 

seleção com o biolarvicida Bacillus sphaericus. 

f) A expressão dos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 é muito reduzida e a 

repercussão biológica no inseto, devido à ausência da -glicosidase Cqm1, 

não pôde ser determinada visto que não são conhecidos os fatores que 

conferem vantagem para cada um dos alelos nas situações analisadas. 

g) O monitoramento destes alelos de resistência deve ser realizado em 

populações alvo de tratamentos com Bsp, cuja utilização deve ser associada 

a outros agentes de controle, como Bti, a fim de evitar a seleção destes alelos 

r. 
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ANEXO A 
Sequência do gene cqm1 (N. de acesso no GenBank DQ333335) e localização dos 6 

primers internos (Tabela 4) utilizados no sequenciamento dos alelos cqm1REC-D16, cqm1REC-

D25 e cqm1REC-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Blocos conservados de domínios catalíticos de -glicosidases (enquadrados); deleção 
de 19 nt do alelo cqm1REC (enquadrada);  Códon de terminação da tradução prematuro 
gerado pela deleção (negrito e enquadrado); Sítios de poliadenilação (setas).  
Fonte: Romão et al. (2006), modificado. 

 
 

_______Primer 1_______ 

__________Primer 4________ 

_________Primer 2________ 

________Primer 5_______ 

________Primer 3_______ 

________Primer 6_______ 
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APÊNDICE A – Considerações éticas 
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APÊNDICE B – Artigo 1 
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APÊNDICE C – Artigo 2 
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Apêndice D – Artigo 3 
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