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AMORIM, L. B. Analise da recuperacdo da susceptibilidade de uma colénia de Culex
quinquefasciatus resistente ao Bacillus sphaericus. 2009. Dissertacdo (Mestrado em Saude
Publica) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2009.

RESUMO

Bacillus sphaericus (Bs) é um biolarvicida eficiente para o controle de Culex sp e o seu
principal fator inseticida é a toxina Bin cuja acdo depende de sua ligagdo especifica aos
receptores Cgml presentes no epitélio das larvas. A resisténcia de Culex ao Bs ja foi
registrada, sendo este carater herdado de forma recessiva, o que favorece o seu manejo. O
objetivo do estudo foi analisar a recuperagdo da susceptibilidade de uma col6nia de C.
quinquefasciatus resistente ao Bs 1AB59 (R-IAB59) a partir da introdugdo de individuos
susceptiveis nesta colénia na proporcdo de 1:1, e a manutencdo da progénie sem presséo de
selecdo, sob condicdes de laboratdrio. A resisténcia das larvas R-IAB59 a toxina Bin é devido
a auséncia da a-glicosidase Cqml, conferida pelo alelo de resisténcia cqmlgec em
homozigose. Inicialmente, a avaliagdo da coldnia R-IAB59 em relacdo a fecundidade,
fertilidade e peso de pupas mostrou um desempenho similar & col6nia parental susceptivel (S-
Lab), sugerindo que a resisténcia ndo acarreta custo bioldgico em relacdo a estes pardmetros.
Amostras de larvas das colonias parentais, S (campo) e R-IAB59, e da progénie (F1-F3-F5-
F7-F9-F11) foram avaliadas em relacdo a susceptibilidade in vivo, & freqiiéncia da expresséo
do receptor Cgml e do alelo cqmlgec. Os bioensaios de multiplas concentragdes mostraram
que houve uma reducéo dos valores de concentragdes letais dos biolarvicidas para 50 e 90%
das larvas (CLsp e CLgp), em relagdo a colbnia R-IAB59, sendo a reducdo da CLsp mais
acentuada do que a da CLgy, em todas as geragdes. Os bioensaios de dose diagndstica
mostraram que a freqiéncia de larvas R variou entre 45 e 55% nas progénies que foi
diretamente correlacionada aos dados obtidos dos ensaios enziméticos que mostram uma
frequéncia similar de larvas que expressam e ndo expressam o receptor Cgml. A analise o
alelo cgmlgec revelou o genotipo das larvas suscetiveis e resistentes e mostrou que a
freqliéncia deste alelo nas geracOes parentais S e R foi 0,006 e 0,995, respectivamente. Apesar
da auséncia de pressdo de selecéo, a frequéncia do cqmlgec manteve-se elevada, entre 0,64 e
0,80, até a F11. Os resultados obtidos mostram que, apesar da queda do nivel de resisténcia, a
freqliéncia do alelo cqmlgec permaneceu elevada na auséncia de presséo de selecdo durante
11 geracdes e os dados apontam que este alelo ndo esta associado a um importante custo
bioldgico. A anélise deste modelo forneceu informacdes relevantes para subsidiar estratégias
de manejo da resisténcia do Culex do Bs.

Palavras-chave: Culex, resisténcia a inseticidas, controle bioldgico de vetores, toxinas
bacterianas, receptores da superficie celular, freqiiéncia do gene.



AMORIM, L. B. Analysis of the reversal of Bacillus sphaericus resistance in a Culex
quinquefasciatus colony. 2009. Dissertation (Master of Public Health) — Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhées, Fundagdo Oswaldo Cruz, Recife, 2009.

ABSTRACT

Bacillus sphaericus (Bs) is an efficient biolarvicide for Culex sp control and its main
insecticidal factor is the Bin toxin, whose action depends on its specific binding to the Cqgm1
receptors present in midgut epithelium of larvae. The occurrence of resistance of Culex to Bs
has been recorded and is inherited as a recessive trait, which favors its management. The goal
of this study was to analyze the recovery of the susceptibility of a C. quinquefasciatus colony
resistant to Bs IAB59 (R-IAB59), after the introduction of susceptible individuals in this
colony at 1:1 ratio and maintenance of the progeny without selection under laboratory
conditions. The resistance of larvae R-IAB59 to the Bin toxin is due to the absence of the a-
glicosidase Cgm1, which is conferred by the cqmlgec allele in homozygosis. The evaluation
of parameters of fecundity, fertility and pupae weight showed that the R-IAB59 colony had a
similar performance for these parameters when compared with the susceptible colony (S-
Lab) under laboratory conditions, suggesting that resistance is not associated to biological
cost related to these parameters. Larval samples from the parental colonies, S (Field) and R-
IAB59, and from the progeny (F1-F3-F5-F7-F9-F11) were evaluated through bioassays and
the frequencies of Cqml receptor expression and cgmlgec allele were also determined.
Multiple concentrations bioassays showed that values of lethal concentrations of Bs for 50
and 90% of larvae (LCso and LCqp) decreased in all generations compared to colony R-1AB59,
being the LCso decrease more accentuated to those found for LCqo. Dose diagnostic bioassays
showed that the frequency of S and R larvae varied between 45 and 55%, throughout the
generations analyzed, and it was correlated to data from the enzymatic assays which showed a
similar frequency of larvae expressing, or not, the Cqm1 receptor. The PCR for the cqmlgec
allele determined the genotypes of larvae and the cqmlgec frequency in S and R parental
colonies was 0.006 and 0.995, respectively. In the progeny, cqmlgec frequency was high and
showed variable values, between 0.64 and 080, until the F11. Ours results demonstrated that,
in despite of the decrease of resistance level observed, the cqmlgec allele remained in a high
frequency in the absence of selection, suggesting that this allele is not associated to important
biological cost. The analysis of this model provided relevant information to design strategies
for the management of resistance of the Culex to Bs.

Key-words: Culex, insecticide resistance, pest biological control, bacterial toxins, cell surface
receptors, gene frequency.
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Anaélise da recuperagdo da susceptibilidade.... AMORIM, L.B. 15

1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Culex quinquefasciatus é vetor exclusivo do verme filarial Wuchereria bancrofti,
agente etiolégico da filariose linfatica, uma doenca ainda endémica na Regido Metropolitana
do Recife (RMR). Também pode ser vetor de diversos arbovirus de encefalites humanas,
como o virus do Nilo Ocidental responsavel por epidemias nos Estados Unidos e que ja foi
isolado no Caribe, Coldmbia e Argentina.

Bacillus sphaericus (Bs) é um importante entomopatdgeno para espécies do complexo
Culex, utilizado em programas de controle de vetores em diversos paises, inclusive no Brasil.
O principal fator toxico do Bs é o cristal protéico, produzido durante a fase de esporulagéo,
que contém uma protoxina formada por dois polipeptideos de 42-kDa (BinA) e 51-kDa
(BinB), que agem em sinergia e, por esta raz&o, a protoxina é denominada binéria (Bin). Apés
a ingestdo pelas larvas, o cristal é solubilizado em pH intestinal alcalino (= 10) e os
polipeptidios BinA e BinB sdo clivados por serina-proteases para atingir a forma de
fragmentos ativos. Em seguida, a toxina Bin liga-se a receptores especificos presentes no
epitélio intestinal das larvas. O receptor da toxina Bin, em C. quinquefasciatus, é uma a-
glicosidase de 60 kDa que esté ligada @ membrana celular por uma ancora do tipo glicosil-
fosfatidilinositol (GPI) e foi denominado “Cgm1”. Algumas cepas de Bs apresentam além da
toxina Bin, uma segunda toxina binéria, como por exemplo, a cepa IAB59, composta pelas
toxinas Cry48Aa e Cry49Aa que também agem em sinergia, semelhante a toxina Bin.

Apesar da eficacia e do modo seletivo de acéo do Bs, foi demonstrado que populacdes
de Culex podem desenvolver resisténcia a este agente, quando submetidas & pressdo de
selecdo. Recentemente, foi obtida no nosso laboratdrio uma colénia de C. quinquefasciatus
resistente & cepa IAB59 (R-IAB59), com uma razo de resisténcia da ordem de =~ 40.000
vezes. Nesta coldnia, a resisténcia das larvas a toxina Bin é devido a auséncia da a-glicosidase
Cgm1. Este mecanismo de resisténcia é causado por uma delecéo de 19 nucleotideos no gene
cgml (alelo cqgmlgec) que impede a expressdo do receptor Cgml na superficie do epitélio,
quando presente em homozigose. Por outro lado, o mecanismo de resisténcia da colonia R-
IAB59 a toxina Cry48Aa/Cry49Aa ainda ndo foi elucidado. Um dos aspectos mais
importantes no estudo da resisténcia é a avaliacdo de fatores que promovem a recuperacdo da
susceptibilidade. Um destes fatores é a introdugdo de individuos susceptiveis na populagéo

resistente, visto que a heranca da resisténcia ao Bs € herdada como um caréter recessivo. Em
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campo, sabe-se que a introducdo de individuos susceptiveis pode ocorrer por migracdo, pela
existéncia de criadouros ndo tratados em area sob tratamento, dentre outros fatores. A
proposta deste trabalho foi avaliar a recuperacdo da susceptibilidade de uma col6nia de C.
quinquefasciatus resistente ao Bs IAB59, mediante a introdugao de individuos susceptiveis e
manutenc¢do das progénies sem pressdo de selecdo, sob condicfes de laboratério. A primeira
etapa do trabalho foi avaliar se a resisténcia da colonia R-1AB59 estaria associada a um custo
bioldgico. Para tal, parametros como fecundidade, fertilidade e estado nutricional das pupas
foram avaliados entre as coldnias parentais susceptivel de laboratorio (CqSF) e resistente R-
IAB59, a fim de avaliar se a presenca dos genes de resisténcia na col6nia acarreta ou ndo uma
diminuicéo do desempenho bioldgico.

Em seguida, a susceptibilidade das col6nias parentais e progénies ao Bs, cepas IAB59
e 2362, foram avaliadas por meio de bioensaios de concentra¢des multiplas que determinam
as concentracdes letais (CL) do biolarvicida para 50% e 90% das larvas. Este método é
comumente adotado e fornece a resposta da mortalidade de pools de larvas frente as diferentes
concentragdes testadas, a fim de estabelecer as CLs. Por outro lado, como 0 mecanismo de
resisténcia da coldnia R-IAB59 a toxina Bin ja foi elucidado, foi possivel avaliar a frequiéncia
de larvas S e R em cada geracdo da progénie descendente através de outros trés métodos
descritos a seguir. O primeiro consistiu em avaliar a susceptibilidade de larvas ao Bs 2362 por
bioensaios de dose diagndstica (> CLgo), a fim de determinar a freqliéncia de larvas S e R.
Ensaios enziméticos detectaram larvas que ndo expressam a a-glicosidase Cqgm1 e permitiram
determinar a freqliéncia de individuos R, visto que estes ndo expressam o receptor Cqm1.
Como a auséncia da a-glicosidase Cqm1 € conferida pelo alelo cgmlgec em homozigose, a
técnica de PCR alelo-especifica foi utilizada tanto para determinar a frequéncia deste alelo,
bem como o gendtipo em relacdo aos alelos cqml/cqmlgec das larvas previamente analisadas
para o fenotipo da a-glicosidase Cqm1,

Desta forma, em cada progénie foi possivel estabelecer a freqiiéncia de S e R em
relacdo a toxina Bin, a partir da avaliagdo fenotipica e genotipica fornecida pelas ferramentas
de diagndstico disponiveis. A resisténcia das progénies a toxina Cry48Aa/Cry49Aa foi
inferida unicamente por ensaios de toxicidade in vivo, j& que o mecanismo de resisténcia a
estas toxinas ainda ndo foi elucidado. O modelo em questdo apresenta caracteristicas ideais
para o estudo da estabilidade da resisténcia sob condi¢cdes de laboratério e podem trazer
importantes contribuicBes para o estabelecimento de estratégias de deteccdo e manejo da

resisténcia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Culex quinquefasciatus SAY, 1823 (Diptera: Culicidae)

2.1.1 Distribuig&o, biologia e ecologia

C. quinquefasciatus é considerado um mosquito tropico-cosmopolita que ocorre nas
porgdes meridionais da Asia, na Africa, nas Américas (do sul dos EUA ao norte da Argentina)
e na Oceania. No Brasil, sua distribui¢do € abrangente e sua abundéncia € influenciada pela
presenca humana e urbanizacdo (FORATTINI et al., 1993). E um inseto holometabolo, sendo
0 adulto alado e as formas pré-imaginais aquaticas. O seu ciclo bioldgico tem duracdo média
entre 10 a 12 dias, desde a ecloséo das larvas até a emergéncia do adulto, porém a duragéo do
ciclo depende de fatores como disponibilidade de alimento, temperatura, luz e umidade
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Apo6s a copula, a fémea que é hemato6faga,
realiza o repasto sangiiineo geralmente & noite ou durante o periodo vespertino. Quando
atingida a replecéo, a fémea procura um local de repouso até a oviposicdo, que ocorre entre 48
e 72 horas ap0s o repasto. Os ovos sdo depositados diretamente sob a l&mina d’agua dos
criadouros, agrupados em numero de 150 a 250, sob a forma de jangada. A sele¢do do local
de oviposicao é o principal fator de distribuicdo da espécie, que é influenciado pelo feromdnio
de oviposicdo presente na superficie apical dos ovos que tem a capacidade de atrair as fémeas
para os criadouros ja colonizados (BARBOSA et al., 2007; LAURENCE; PICKETT, 1985).

O desenvolvimento pré-imaginal ocorre no ambiente aquético, é composto por quatro
estadios larvais (L1, L2, L3 e L4) e um de pupa (Figura 1). As larvas sdo filtradoras e
alimentam-se preferencialmente na superficie dos criadouros. As pupas ndo se alimentam,
mas permanecem ativas, movimentando-se quando o ambiente é perturbado e os adultos
alimentam-se de seiva vegetal. As fémeas sdo também hemat6fagas para maturacdo de seus
ovos e tém o hébito antropofilico, embora possam realizar o repasto sangliineo em aves ou em
outros animais. Os criadouros preferenciais do C. quinquefasciatus sdo cole¢bes de agua
estagnada, rica em matéria organica em decomposicdo e detritos, tais como valetas, fossas,
caixas de inspecdo de esgoto e outros. Apds a emergéncia, os adultos permanecem,

preferencialmente, proximos ao local onde ocorreu a oviposi¢do, no ambiente peridomiciliar
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ou dentro das casas, para que as fémeas possam buscar o repasto sangiiineo (CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Um estudo realizado por Oliveira (1996) em uma area
endémica para filariose no Recife demonstrou que o numero de adultos no ambiente
domiciliar depende do numero de criadouros no intra e peridomicilio, e que sua densidade é
maior no periodo chuvoso, provavelmente devido ao aumento do nimero dos criadouros.
Nesta area, foram registradas densidades que flutuaram entre 20 e 60 adultos por quarto por
noite, sendo que nos periodos de chuva este namero foi maior do que 100 mosquitos (REGIS
et al., 1995).

10 a 12 dias

Ovos (Jangada)

Larvas (L1 -L4)

Figura 1. Ciclo biol6gico do Culex quinquefasciatus.

Fonte: (1) Action Nature (2008); (2) Gulf Coast Mosquito Control (2006); (3) Wildlife Trust (2006);

(4) Fotosearch (2008).

Nota: Fémeas (1) depositam na &gua ovos agrupados sob a forma de jangadas (2), ap6s a eclosdo ha quatro
estadios larvais (3), em seguida é atingido o estagio de pupa (4), que dara origem aos adultos (1).
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2.1.2 Potencial vetorial

C. quinquefasciatus pode ser vetor de agentes etioldgicos de doengas humanas, além
de causar grande incdmodo a populagio. Segundo a Organizagdo Mundial de Sadde (1992),
esta espécie é vetor exclusivo da filariose bancroftiana nas Américas. Esta parasitose é
endémica em Varias regides tropicais sendo estimado 120 milhdes de individuos em 80 paises
estejam infectados e que cerca de um bilh&o de pessoas residam em areas de risco de contrair
a infeccdo (FONTES, 2003; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008). No Brasil, a
Regido Metropolitana do Recife (RMR) ainda possui areas endémicas de filariose linfatica e
este constitui um importante desafio para a satde pablica (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2008).

No Brasil, a doenca € causada pelo nematdide Wuchereria bancrofti (Spirurida:
Onchocercidae) e sua transmissdo é feita através da picada do C. quinquefasciatus. O ciclo
biolégico da W. bancrofti € do tipo heteroxénico, possuindo hospedeiro intermediario
(mosquito) e definitivo (homem) (REY, 2001). A infecgdo vetorial ocorre quando a fémea do
mosquito realiza o repasto sangiiineo e ingere microfilarias, forma jovem da W. bancrofti,
presente no sangue periférico do individuo infectado. No mosquito, as microfilarias ao
chegarem ao tubo digestivo perdem a bainha e transformam-se em larva de primeiro estagio
(L1). Essas larvas atravessam a parede digestiva do vetor e migram para os muasculos
toracicos. Apds 7 a 10 dias, evoluem para larvas de segundo estagio (L), permanecendo neste
estagio por 10 a 15 dias, findo os quais atingem o estdgio de larva infectante (L3), que se
dirigem para as glandulas salivares do mosquito (REY, 2001). Ao realizar novamente o
repasto sangilineo, as L3 penetram ativamente na pele do hospedeiro humano, atraves da lesdo
causada pela picada do mosquito, alcangam a corrente sanguinea e se alojam nos vasos
linfaticos aferentes, onde se desenvolvem até a fase adulta. Quando macho e fémea se
encontram no mesmo vaso linfatico ocorre a fase reprodutiva. A longevidade dos adultos nos
vasos linfaticos pode atingir de 8 a 10 anos (FONTES, 2003).

Um programa global para eliminagéo da filariose, proposto pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) foi iniciado em 2000 e, para tal, a associacdo de medidas como o tratamento
em massa (TM) da populagdo humana com uma droga microfilaricida e o controle integrado
de vetores sdo recomendadas para interromper o ciclo de transmisséo da doenca (OTTESEN
et al., 2008; ORGANIZAGAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008). No Brasil, a RMR tem sido
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alvo do programa, pois ainda apresenta localidades com elevada endemicidade da doenca e
em 13 delas, com populacéo alvo de cerca de 185.000 pessoas, 0 TM esta sendo realizado
associado ao controle do vetor (RECIFE, 2008).

C. quinquefasciatus também tem sido incriminado como vetor de arbovirus de
importancia para satde publica. Foi encontrado naturalmente infectado com virus causadores
de encefalites como St. Louis, Venezuelana (Panamd) e Oropouche (Pard), e tem sido
incriminado como vetor de arbovirus em é&reas rurais e urbanas. Outro exemplo € a
transmissdo da encefalite causada pelo Virus do Nilo Ocidental (VNO), um arbovirus do
género Flavivirus, que tem como hospedeiro principal as aves migratorias, sendo transmitido
a0 homem por mosquitos infectados, sobretudo do género Culex. Epidemias nos Estados
Unidos ocorrem desde 1999 e o virus ja foi isolado no Caribe, Colombia e Argentina
(BERROCAL et al., 2006; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2003; MORALES et al., 2006). Como a disseminacdo do VNO pode ocorrer através de aves
migratérias, a vigilancia ambiental de animais tidos como reservatdrios e vetores foi
intensificada para impedir a entrada e dispersdo do VNO no pais (LUNA; PEREIRA,
SOUZA, 2003). H& uma estimativa de ampliagdo mundial da transmisséo de arboviroses e o
Culex pode ter um papel estratégico, devido a sua abundancia em areas urbanas. Além do
papel de vetor, a alta densidade do Culex também pode provocar problemas secundarios que

tém um impacto na saude e qualidade de vida das populagdes expostas.

2.2 Controle de vetores

O controle de insetos vetores pode ser realizado por meio de métodos fisicos, como
saneamento, adicionar bolas de isopor na superficie das fossas e veda-las, entre outros, além
do emprego de inseticidas quimicos ou bioldgicos. Estes métodos visam & manutencdo de
baixos niveis populacionais desses insetos a fim de interromper o ciclo de transmissdo das
doencas, além de diminuir o incomodo causado pela picada dos insetos. Entretanto, fatores
como curto ciclo biolégico, elevada fecundidade e fertilidade, dificultam o controle
populacional de culicideos.

A partir de 1940, o evento da descoberta dos inseticidas quimicos de sintese provocou

uma revolucéo que abriu espago para que esta ferramenta passasse a ser a mais utilizada no
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controle de insetos (HEMINGWAY; RANSON, 2000). O uso de compostos da classe dos
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretrdides teve um sucesso sem precedentes
em varias campanhas de controle de vetores, sobretudo de espécies implicadas na transmissao
da maléria (BRADLEY, 1998). No entanto, 0 uso continuo e exclusivo por um extenso
periodo, levou ao aparecimento de espécies de insetos resistentes. Em 1951 foi registrado o
primeiro caso de populagGes de Anopheles resistentes ao organoclorado Dicloro Difenil
Tricloroetano (DDT) e estudos tém demonstrado que diversas ordens de artropodes
apresentavam resisténcia a uma ou mais classes de inseticidas quimicos (GEORGHIOU,
1990; GEORGHIOU; LAGUNES-TEJEDA, 1991). Liu et al. (2004) observaram que
populacdes de C. quinquefasciatus, do Alabama e da Florida, estavam resistentes a
organofosforados como o malathion, além de apresentar resisténcia cruzada a outras classes.
Com o aparecimento de populagdes resistentes tem sido necessario buscar alternativas para o
combate dos insetos vetores, utilizando novas técnicas eficazes e seguras para 0 meio
ambiente, inseridas no contexto de um manejo integrado de vetores (MIV). Neste, é
preconizada a associacéo de varios métodos para o controle, tais como agentes fisicos, manejo
ambiental, inseticidas seletivos, protecdo individual, conscientizagdo da populagédo, entre
outros (GINSBERG, 2001). No contexto do MIV é necessaria a adocdo de inseticidas
seletivos e os larvicidas & base de bactérias entomopatogenas apresentam caracteristicas
desejaveis, pois possuem um espectro de acgdo especifico para dipteros além da facilidade para
sua producéo em larga escala e utilizagdo em campo (BECKER et al., 2003; LACEY, 2007,
REGIS et al., 2001).

2.3 Bactérias entomopatdgenas

As bactérias entomopatogenas tém sido utilizadas desde os anos 60 para o controle de
insetos praga na agricultura (BECKER et al., 2003). O seu uso para o controle de dipteros
tomou impulso com a descoberta da propriedade inseticida do Bacillus sphaericus (Bs)
(KELLEN et al., 1965) e do isolamento do B. thuringiensis sorovar. israelensis (Bti)
(GOLDBERG; MARGALIT, 1977). Nos anos 80, o uso de bactérias entomopatdgenas foi
intensificado, o Bs (cepa 2362 e 1593) e Bti H-14 eram produzidos em escala comercial e

utilizados em programas de controle. Estudos com outras bactérias patdgenas de dipteros tais
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como Clostridium bifermentans (DE BARJAC et al., 1990), B. thuringiensis sorovar. medellin
(ORDUZ et al., 1992), B. thuringiensis sorovar. jegathesan (DELECLUSE; ROSSO; RAGNI,
1995) e Brevibacillus laterosporus (ORLOVA et al., 1998) também foram realizados.

Os principais fatores responsaveis pela atividade das cepas tdxicas do Bs e o Bti, sdo
cristais protéicos produzidos durante a fase de esporulacdo que contém protoxinas para certos
géneros de culicideos e simulideos (LACEY, 2007). A agdo dessas bactérias ocorre por via
oral e depende da sua ingestdo pelas larvas dos insetos. O Bs possui atividade larvicida
decrescente para espécies de Culex, Anopheles e Aedes, embora o Ae. aegypti Linnaeus
(1762), espécie de grande importancia para a salde publica, seja refrataria ao cristal inseticida
do Bs (LACEY; UNDEEN, 1986). J4 o Bti é ativo, sobretudo para espécies dos géneros

Aedes, Simulium e Culex, sendo menos toxico para espécies de Anopheles (LACEY, 2007).

2.4 Bacillus sphaericus MEYER e NEIDE, 1904 (Bs)

Bacillus sphaericus (Bs) é uma bactéria Gram-positiva, cosmopolita, saprofita,
aerébica, encontrada naturalmente no solo e nos meios aquaticos. Quando o ambiente
encontra-se adverso para o seu desenvolvimento vegetativo, o Bs forma esporos arredondados
(Figura 2), localizados na regido terminal em um esporangio em forma de raquete (KALFON
et al., 1984).

A primeira cepa de Bs com potencial larvicida para dipteros foi identificada em 1965 e
designada como K. Como esta cepa apresentava baixa atividade larvicida, seus estudos ndo
foram aprofundados (KELLEN et al., 1965). A utilizacdo do Bs como agente inseticida foi
adiada até 1970 quando Singer, na india, isolou a cepa SSIl-1 que apresentou uma boa
atividade larvicida (SINGER, 1973), resgatando o interesse no isolamento de novas cepas de
Bs ativas. Dentre centenas de cepas de Bs conhecidas, algumas sdo altamente toxicas para
larvas de mosquitos e foram isoladas de regiGes tropicais como, por exemplo, a cepa 1593 da
Indonésia (SINGER, 1974), 2297 isolada do Sri Lanka (WICKREMESINGHE; MENDIS,
1980), 2362 da Nigéeria (WEISER, 1984), IAB59 de Gana (DE BARJAC et al., 1988) e C3-41
da China (LIU et al., 1989).
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Figura 2. Corte longitudinal do Bacillus sphaericus em fase de esporulagdo por microscopia eletrénica de
transmissao.
Nota: E: esporo; C: cristal protéico. Fonte: Modificado de Kalfon et al. (1984).

Como as diferencas morfoldgicas entre as cepas de Bs sdo pequenas, a classificacdo
mais utilizada baseia-se na reacdo de aglutinacdo flagelar, que agrupa as cepas em sorotipos
de acordo com o antigeno flagelar (DE BARJAC et al., 1985; DE BARJAC; VERON;
COSMAO DUMAOIR, 1980). Outros sistemas de classificacdo também podem ser utilizados
como a homologia do DNA (KRYCH; JOHSON; YOUSTEN, 1980), tipagem de
bacteri6fagos (YOUSTEN et al., 1980), classificacdo numeérica pelos fatores fenotipicos
(ALEXANDER; PRIEST, 1990), analise do padrdo de 4cidos graxos celulares (FRACHON et
al., 1991), ribotipagem (AQUINO-DE-MURO; MITCHELL; PRIEST, 1992) e pela técnica
da andlise de RAPD/ “Random Amplified Polymorphic DNA” (WOODBURN; YOUSTEN;
HILU, 1995). Segundo a classificagdo da reagao de aglutinacdo flagelar, as cepas mais toxicas
pertencem aos sorotipos H5a5b (1593, 1691, 1881 e 2362), H5 (C3-41), H6 (IAB59) e H25
(2297). Nenhum desses métodos possui um nivel de correlagdo com o nivel de toxicidade da
cepa e esta caracteristica é determinada através de ensaios de toxicidade in vivo (bioensaios)
para as larvas de uma determinada espécie, cujos resultados sdo comparados com a toxicidade

jé estabelecida de uma cepa padréo.

2.4.1 Utilizacdo do Bs no controle de mosquitos

O Bs tem sido utilizado com sucesso em programas de controle de mosquitos desde a
década de 80, em paises de clima temperado e tropical. A ado¢do de produtos a base de
bactérias entomopatdgenas para o controle de culicideos tem sido baseada, sobretudo, em sua
inocuidade para organismos ndo-alvo e para o ambiente (LACEY; SIEGEL, 2000; MULLA et
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al., 1984). Outra vantagem do Bs é sua estabilidade em criadouros organicamente poluidos,
preferencialmente colonizados por larvas de Culex, além de sua capacidade de se reciclar nos
cadaveres das larvas, prolongando a persisténcia nos criadouros onde o biolarvicida é aplicado
(BECKER et al, 1995; NICOLAS; DARRIET; HOUGARD, 1987; SKOVMAND;
BAUDUIN, 1997).

Produtos a base de Bs 2362 tém sido usados na Franga em um programa para o
controle de larvas de Culex pipiens (THIERY; BACK; SINEGRE, 1996). Na China, durante a
década de 90, uma formulagdo a base da cepa C3-41 foi desenvolvida e utilizada no controle
de Culex e Anopheles em mais de 40 cidades. Nas areas tratadas a densidade de adultos foi
drasticamente reduzida e esse agente de controle foi considerado muito eficiente (YUAN et
al., 2000). Barbazan et al. (1997), observaram uma reducéo de mais de 90% do nimero de
fémeas coletadas em uma area de Maroua, Camardes, apds um ano de tratamento com o Bs.
No Brasil, um programa piloto de controle do C. quinquefasciatus com biolarvicidas a base
do Bs foi desenvolvido entre 1990 e 1995, em Pernambuco, em dois bairros da RMR (Coque
e Jardim Brasil) com resultados satisfatdrios, pois houve a diminuicdo do nimero de adultos
por quarto/noite de 60 a 120 antes do tratamento para 16 adultos por quarto ap6s o tratamento
(REGIS et al., 1995, 1996, 2000). Desde 2003, larvicidas a base do Bs sdo utilizados pelas
Prefeituras das cidades do Recife e de Olinda no controle do Culex em vérios bairros destes
municipios com o objetivo de reduzir sua densidade populacional em &reas com alto e médio
risco relacionado a transmissao da filariose (RECIFE, 2008; SILVA FILHA et al., 2008).

2.4.2 Toxinas inseticidas

As cepas de Bs que possuem maior atividade toxica sdo aquelas que produzem a
toxina Bin no cristal protéico durante a esporulagdo e esse é o principal fator inseticida dessa
bactéria (DAVIDSON; MYERS, 1981). A protoxina é composta por dois polipeptideos de 42
(BinA) e 51kDa (BinB), que agem em sinergia e, por isso, ela foi denominada como binaria
(Bin) (NICOLAS et al., 1993). Os dois polipeptidios sdo sintetizados em proporcdes
equimolares e a presenca de ambos é necesséria para a expressdo maxima da toxicidade sobre
as larvas de mosquitos (BAUMANN et al., 1991). Estudos realizados por Nicolas et al.

(1993), demonstraram que BinB néo é tdxica isoladamente para larvas de Culex e que BinA
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pode ser tdxica, porém em altas concentracfes, mas essa atividade € ainda inferior aquela da
toxina Bin.

Recentemente, foi descoberto que o Bs IAB59 produz outras toxinas além da toxina
Bin, depois de observado que populagbes de C. quinquefasciatus resistentes as cepas do Bs
2362 e C3-41, que produzem apenas a toxina Bin, sdo susceptiveis a cepa IAB59 (PEI et al.,
2002). Jones et al. (2007) identificaram duas toxinas da familia Cry na cepa IAB59, a
Cry4d8Aa e Cry49Aa de 135 e 53 kDa, respectivamente. A Cry48Aa tem homologia com as
toxinas de trés dominios da familia Cry do B. thuringiensis e, a proteina Cry49Aa possui
homologia com a familia de toxinas binarias, tal como a toxina Bin do Bs e as toxinas Cry35 e
Cry36 do B. thuringiensis. Semelhante & toxina Bin, as toxinas Cry48Aa e Cry49Aa séo
produzidas como inclusdes cristalinas e sob a forma individual ndo tém atividade. A presenga
de ambas em uma concentra¢do equimolar apresenta alta toxicidade para larvas de Culex e,
por isso, ela é também considerada uma toxina binaria (JONES et al., 2007, 2008). E
importante ressaltar que na cepa nativa 1AB59, hd um déficit de producdo da Cry48Aa, e a
presenca desta segunda toxina bindria ndo aumenta a toxicidade, j& conferida pela toxina Bin
nesta cepa, pois esta toxina parece interagir com outros receptores e formar poros para agdo
da toxina Bin nas larvas (JONES et al., 2007).

Um grupo de toxinas diferente das toxinas do cristal, as toxinas Mtx, séo produzidas
durante a fase de crescimento vegetativo da bactéria (THANABALU et al., 1991). A primeira
Mtx foi isolada do Bs SSII-1 e possui um peso molecular de 100 kDa (protoxina). Essa
protoxina é ativada no intestino do inseto por proteinases como a tripsina, sendo clivada em
dois fragmentos, um de 70 kDa derivado da regido C-terminal e outro de 27 kDa da regido N-
terminal (THANABALU; HIDLEY; BERRY, 1992). Outras toxinas Mtx foram descritas, a
Mtx2 (32 kDa) e Mtx3 (36 kDa) (LIU et al., 1996; THANABALU; PORTER, 1996). As Mtx
pouco contribuem para a toxicidade do Bs em cultivos esporulados, pois sdo degradadas por
proteases presentes no meio durante o crescimento bacteriano. Porém, quando expressas como
proteinas recombinantes, podem apresentar atividade semelhante a toxina Bin, mostrando o
importante potencial destas toxinas (THANABALU; PORTER, 1995; WIRTH et al., 2007).
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2.4.3 Modo de agdo da toxina Bin

Todos os biolarvicidas comerciais a base de Bs usados no controle de mosquitos séo
obtidos a partir de cepas produtoras das toxinas Bin, por esta raz&o, a maior parte dos estudos
do modo de agéo do Bs tem sido direcionada para a toxina Bin. A inocuidade da toxina Bin
para invertebrados ndo-alvo e vertebrados é também um dado importante para sua utilizacdo
no controle de insetos e esta seletividade é devida ao seu modo de acédo especifico (LACEY;
SIEGEL, 2000; MERRITT et al., 2005; MULLA et al., 1984). Apo6s a ingestdo pelas larvas do
mosquito, o cristal que contém a protoxina, é solubilizado em pH intestinal alcalino (= 10) ¢
os polipeptidios BinB e BinA, de 51- e 42- kDa, s&o clivados por serina-proteases atingindo a
forma de fragmentos ativos de 43- e 39- kDa, respectivamente (BAUMANN et al., 1985;
BROADWELL; BAUMANN, 1987). Em seguida, a toxina Bin liga-se a receptores
especificos presentes na membrana apical do epitélio intestinal das larvas de espécies
susceptiveis tais como C. pipiens, C. quinquefasciatus, Anopheles stephensi e An. gambie
(NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992; SILVA-FILHA et al., 1997). Larvas de Aedes
aegypti sdo refratéarias ao Bs, pois ndo possuem receptores funcionais para a toxina Bin no seu
epitélio intestinal (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992).

Em larvas de C. pipiens, estudos mostraram que o componente BinB é o responsével
pela ligacdo com o receptor, enquanto que BinA é responsavel, em grande parte, pela
toxicidade (CHARLES et al., 1997). A ligacdo da toxina Bin aos receptores de membrana é
uma etapa essencial e determina a seletividade e eficacia do Bs para os culicideos. O receptor
da toxina Bin, em C. pipiens e C. quinquefasciatus, € uma a-glicosidase de 60 kDa que esta
ligada @ membrana celular do epitélio intestinal das larvas por uma ancora do tipo glicosil-
fosfatidilinositol (GPI), e foi denominado “Cpm1” e “Cgml”, respectivamente (DARBOUX
et al., 2001; ROMAO et al., 2006; SILVA-FILHA; CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 1999).
Em larvas de An. gambiae, estudos recentes mostraram que o receptor é uma a-glicosidase
ortéloga da Cpm1, denominada Agm3 (OPOTA et al., 2007). Ainda ndo se conhece 0 modo
de acdo da toxina Bin apds a ligacdo especifica aos receptores, entretanto, os principais efeitos
citopatoldgicos no epitélio intestinal das larvas tratadas com o Bs sdo intumescimento das
mitocondrias, formacdo de vacuolos no citoplasma, ruptura do reticulo endoplasmaético e
danos nas microvilosidases que culminam com a morte das larvas (CHARLES, 1987; DE
MELDO et al., 2008; SINGH; GILL, 1988). Estudos em sistema de membrana artificial como
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lipossomas mostraram que a toxina Bin, especificamente o componente BinA, teria
capacidade de formar poros (SCHWARTZ et al., 2001). Também foi possivel registrar a
imunolocalizagdo da toxina Bin no interior das células epiteliais de larvas de Culex tratadas
com uma dose letal, sugerindo uma possivel internalizacdo da toxina (SILVA-FILHA;
PEIXQOTO, 2003).

A toxina Cry48Aa/Cryd9Aa da cepa IAB59 possui um modo de acgdo Unico, pois
ocorre uma sinergia entre a subunidade Cry48Aa que, diferentemente das outras toxinas Cry
desta familia, necessita de uma proteina acessoria que € a Cry49Aa (JONES et al., 2007). A
etapa inicial do modo de acdo é similar & toxina Bin, ou seja, ap06s a ingestéo pelas larvas, o
cristal é solubilizado em pH intestinal alcalino e os polipeptidios de 135- (Cry48Aa) e 53-
kDa (Cry49Aa), séo clivados por proteases atingindo a forma da toxina ativa de 60- e 49-
kDa, respectivamente. Possivelmente a toxina depende da interacdo com o epitélio intestinal
das larvas, embora os receptores ainda ndo tenham sido caracterizados (JONES et al., 2007;
2008). O espectro de agdo larvicida destas toxinas parece ser limitado para larvas do género
Culex (JONES et al., 2008).

2.5 Resisténcia de larvas de Culex ao Bs

Estudos tém demonstrado que populacdes de Culex podem desenvolver resisténcia aos
biolarvicidas a base de Bs (cepas 2362, 2297 e C3-41) quando submetidas & forte presséo de
selecdo, sob condicBes de laboratorio ou de campo (Tabela 1). A resisténcia foi observada
pela primeira vez em duas coldnias de C. quinquefasciatus submetidas a selecdo em
laboratorios independentes na Califérnia, que atingiram niveis diferentes de resisténcia, sendo
um da ordem de 100.000 vezes (GEORGHIOU et al., 1992; WIRTH et al., 2000) e o outro
cerca de 35 vezes (RODCHAROEN; MULLA, 1994). Em campo, foi observada a resisténcia
de populagbes de Culex submetidas a tratamentos continuos com o Bs na Franga, india,
China, Tailandia e Brasil (MULLA et al., 2003; RAO et al., 1995; SILVA-FILHA et al.,
1995; SINEGRE et al., 1994; YUAN et al., 2000). Os niveis de resisténcia registrados em
campo variaram entre 10 e 5.000 vezes, e col6nias altamente resistentes (> 100.000 vezes)
foram obtidas através de pressdo de selecdo em laboratério (Tabela 1) (PEI et al., 2002;

WIRTH et al., 2000). Duas col6nias de C. quinquefasciatus com alto nivel de resisténcia ao
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Bs, selecionadas sob condi¢cGes de laboratério, sdo mantidas no insetario do CPgAM-
FIOCRUZ (Tabela 1). A colonia R-2362, apresenta uma razéo de resisténcia (RR) > 162.000
a cepa 2362 e, a colonia R-IAB59 apresenta uma RR de ~ 40.000 a cepa IAB59, sendo a
Unica coldnia altamente resistente a esta cepa, até o0 momento (AMORIM et al., 2007; PEI et
al., 2002).

2.5.1 Mecanismos de resisténcia a toxina Bin

A resisténcia a toxina Bin tem sido investigada em algumas col6nias resistentes e ha
pelo menos dois mecanismos distintos envolvidos (Tabela 1): a. falha na ligacdo toxina-
receptor, por auséncia de receptor funcional no epitélio intestinal, sendo este o principal
mecanismo descrito (colonias GEO, RLCq1/C3-41, R-2362, R-IAB59 e BP); b. receptores
presentes e funcionais, cujo mecanismo e genes envolvidos na resisténcia ainda séo
desconhecidos (colonias SPHAE e TUNIS). O estudo da heranga da resisténcia em diferentes
populacbes mostra que este carater é recessivo (Tabela 1).

O mecanismo molecular da resisténcia foi estudado nas colénias de laboratério GEO e
R-2362, e na populagdo de campo BP, que sdo resistentes ao Bs 2362 devido a uma falha na
ligacdo da toxina Bin aos receptores (NIELSEN-LEROUX et al., 1995, 2002; OLIVEIRA et
al., 2004). Na colonia GEO ocorre uma mutacdo pontual no gene do receptor (alelo cpmlgeo),
a troca de uma timina por uma adenina na posi¢do 1706, enquanto que na R-2362, 0 gene
cgml apresenta uma delegdo de 19 nucleotideos na posigdo 1334-1352 (alelo cqmlgec)
(DARBOUX et al., 2002; ROMAO et al., 2006). Na colbnia BP dois alelos de resisténcia
diferentes foram caracterizados: o alelo cpmlge que possui uma mutagdo “nonsense”
(GIn396Stop) e o alelo cpmlgp.ger que apresenta a insercdo de um elemento de transposicéo
(transposon) na regido do promotor do gene cpml que promove uma mudanga no
processamento do RNAm (DARBOUX et al., 2007).

As mutagbes nos alelos cpmlgeo, cqmlgec € cpmlge geram um codon de parada
prematuro no gene que impede a tradugdo da proteina completa contendo a &ncora GPI na sua
extremidade C-terminal. Estas mutaces causam resisténcia das larvas, pois nestes individuos
a proteina a ser produzida é secretada no limen ao invés de estar ligada & membrana apical do

epitélio intestinal ou ndo é expressa e, portanto, ndo pode funcionar como receptor da toxina
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Bin (DARBOUX et al., 2002; 2007; ROMAO et al., 2006). Ja o alelo cpmlge—del codifica
uma proteina truncada que estd presente no epitélio intestinal das larvas ligada a ancora GPI,
porém ndo é reconhecida pela toxina Bin devido a perda de 60 amino4cidos que causa alguma
mudanca no sitio de ligacdo ou na sua conformacéo (DARBOUX et al., 2007).

A identificacdo dos alelos que conferem resisténcia é fundamental, pois um dos fatores
que influenciam a evolucdo da selecéo de resisténcia é a frequéncia inicial desses genes de
resisténcia (r) nas populagdes. Por esta razdo, a utilizacdo de ferramentas capazes de
determinar a freqliéncia de genes r a biolarvicidas tem grande importancia para evitar a
selegéo de resisténcia. No caso da colonia R-IAB59, resistente a todas as toxinas produzidas
pela cepa IAB59 (Bin, Cry48Aa/Cry49Aa), o mecanismo de resisténcia a toxina Bin foi
elucidado e é semelhante aquele da coldnia R-2362, os individuos resistentes sdo0 homozigotos
para o0 alelo cqmlgec (D. Chalegre, comunicacdo pessoal). Por outro lado, o mecanismo de

resisténcia as toxinas Cry48Aa/Cry49Aa ainda ndo é conhecido.

2.5.2 Resisténcia cruzada

Estudos revelaram que coldnias resistentes as cepas 2362, C3-41, 2297 e 1593
apresentam elevados niveis de resisténcia cruzada entre si, pois todas produzem, como fator
inseticida, a toxina Bin que liga-se ao receptor (Cpm1/Cgm1) do intestino médio do mosquito
(NIELSEN-LEROUX et al., 2001; SILVA FILHA et al., 2004; WIRTH et al., 2000; YUAN
et al., 2003). Por outro lado, a cepa IAB59 que possui, além da toxina binaria, a
Cry48Aa/Cryd9Aa apresenta atividade para as larvas resistentes as cepas supracitadas,
(JONES et al., 2007; PEI et al., 2002, YUAN et al., 2003).

Larvas resistentes a toxina Bin sdo completamente susceptiveis ao entomopatdgeno B.
thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) (AMORIM et al.,, 2007; NIELSEN-LEROUX;
CHARLES, 1992; PEI et al., 2002). O cristal do Bti apresenta quatro protoxinas (Cry4A,
Cry4B, Cryl1A e CytlA), que agem em sinergia e interagem com sitios de ligacdo no epitélio
das larvas, que séo diferentes dos receptores Cqml e, por esta razdo, apresentam acéo toxica
para as larvas resistentes a toxina Bin do Bs, da mesma forma que para larvas sensiveis
(BUZDIN et al, 2002; CRICKMORE et al, 1995 PONCET et al, 1995;
RAVOAHANGIMALALA; CHARLES, 1995).
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Tabela 1 — Coldnias de Culex sp. selecionadas sob condicdes de laboratorio (Lab) ou populagbes de campo expostas ao tratamento com o Bacillus sphaericus que
apresentaram alteragdes na susceptibilidade a este agente.

A x Ligacéo
Colonia ou Pais Origem Razdo de to?dr?a— Alelo r° Forma de” Referéncia®
populagéo resisténcia receptor heranca
GEO EUA Lab >100.000 Né&o cpmlgeo R/A 1
R-2362 Brasil Lab >100.000 Né&o cqmlgrec R/A 2
R-1AB59 Brasil Lab ~40.000 Né&o cqmlgrec R/IA 3
RLCq1/C3-41 China Lab >100.000 Né&o ND R/A 2
Kochi india Campo =150 ND ND ND 4
Coque Brasil Campo ~10 Sim ND ND 5
SPHAE Franca Campo >20.000 Sim ND R/S 6
RFCql China Campo >20.000 ND ND ND 7
TUNIS Tunisia Campo ~750 Sim ND R/S 8
BP Franca Campo >5.000 N&o cpmige R/S 8
cpmlgp-del
Wat Pikul Tailandia Campo >125.000 ND ND ND 9

Nota: *Razdo entre a concentracdo letal do B. sphaericus para 50% (CLsg) das larvas da col6nia avaliada e a CLs, observada para uma col6nia susceptivel usada como
referéncia.

®Alelo que confere resisténcia a toxina Bin.
°R/A: Recessiva autossdmica; R/S: Recessiva ligada ao sexo.
ND: ndo determinado.

¢ Nielsen-Leroux et al. (1995); 2. Oliveira et al. (2004); 3. Amorim et al. (2007); 4. Rao et al. (1995); 5. Silva-Filha et al. (1995); 6. Nielsen-Leroux et al. (1997); 7. Yuan et
al. (2000); 8. Nielsen-Leroux et al. (2002); 9. Mulla et al. (2003).
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2.5.3 Resisténcia e desempenho bioldgico

A evolucéo da resisténcia dos insetos aos inseticidas pode ser influenciada pelo custo
bioldgico, que seria a diminuigdo do desempenho bioldgico associada aos genes de resisténcia
na auséncia da presséo de selecdo. O desempenho bioldgico geralmente é definido como um
sucesso reprodutivo ou a proporcéo de genes que sdo mantidos na populacdo. A analise do
desempenho bioldgico é algo complexo, sendo necesséaria a avaliagdo de diversos parametros
para se chegar a uma conclusdo definitiva (GASSMAN; CARRIERE; TABASHNIK, 2009).
Os parédmetros geralmente utilizados para analisar mudanca no desempenho bioldgico,
comparados entre uma col6nia susceptivel padrdo e uma coldnia resistente mantida sem
pressdo de selecdo, sdo fecundidade, que seria 0 nimero médio de ovos postos por fémea;
fertilidade que corresponde ao numero médio de larvas/ninfas obtidos a partir da eclosdo; o
tempo médio de desenvolvimento do inseto e o sucesso do acasalamento dos adultos (AMIN;
WHITE, 1984; GROETERS et al., 1993). Estudos com coldnias de insetos selecionadas para
resisténcia em laboratério mostram que esta caracteristica pode gerar desvantagens
reprodutivas, maior susceptibilidade aos inimigos naturais ou ainda um maior percentual de
mortalidade (AGNEW et al., 2004; BERTICAT et al., 2002; BOURGUET et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2003; RODCHAROEN; MULLA, 1997). Porém, em alguns casos,
analisando estes mesmos parametros, os genes de resisténcia confeririam um aumento no
desempenho bioldgico, quando cessada a presséo de selecdo (AGNEW et al., 2004; GOULD;
ANDERSON, 1991).

Os fatores que influenciam a evolugéo de resisténcia dos insetos pragas na agricultura
incluem a heranca da resisténcia, a frequéncia inicial dos alelos de resisténcia, 0
comportamento dos insetos, as praticas de manejo das pragas e o custo bioldgico.
Recentemente, diversos estudos tém sido realizados em relacdo ao custo biolégico para
insetos da ordem Coleoptera e Lepidoptera, resistentes a plantas transgénicas que expressam
toxinas do Bacillus thuringiensis (Bt) (GASSMAN; CARRIERE; TABASHNIK, 2009;
JANMAAT; MYERS, 2003; WENES et al., 2006), e a maioria deles apontam que ha um
custo bioldgico associado aos alelos de resisténcia as toxinas de Bt. Em laboratério, alguns
estudos mostraram a diminuicéo da resisténcia ao Bt e este declinio foi atribuido a pardmetros
relacionados com algum custo biolégico, como por exemplo, a diminuicdo do ciclo de
desenvolvimento, taxa de sobrevivéncia, fecundidade ou insucesso no acasalamento na

colbnia resistente comparado com os individuos susceptiveis, na auséncia das toxinas do Bt
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(GROETERS et al., 1993; LIU et al., 1999). Contudo, em populacdes resistentes de Plutella
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), provenientes do campo, o desenvolvimento do ciclo
bioldgico foi semelhante ao das populagdes susceptiveis (SAYYED; WRIGTH, 2001).
Também ndo foram observadas diferengas entre as populacfes resistentes e susceptiveis de
Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae) em relagdo a sobrevivéncia e o peso médio das
larvas, na auséncia das toxinas do Bt (GOULD; ANDERSON, 1991).

Para melhor andlise do custo bioldgico, além das caracteristicas biol6gicas, pode ser
avaliada a mudanga na frequéncia dos alelos de resisténcia nas populagdes néo tratadas, pois a
diminuicédo dos alelos, sem a a¢éo de nenhum fator externo, como por exemplo, a migragao de
individuos susceptiveis, indicaria que na auséncia da pressdo de selecdo este alelos estariam
ocasionando algum custo bioldgico na populagio (GASSMAN; CARRIERE; TABASHNIK,
2009). Como as coldnias susceptiveis de referéncia sdo mantidas no laboratério por longos
periodos, acredita-se que estas coldnias podem estar adaptadas a estas condicdes, logo, a
comparacdo do desempenho biolégico deve abranger diversos pardmetros ou entdo utilizar
uma col6nia susceptivel obtida em campo e, em paralelo, selecioné-la para obter um nivel de
resisténcia e comparar o custo biologico das duas coldonias (BOURGUET et al., 2004). O
custo biolégico pode diminuir durante a evolugdo através de mecanismos, tais como, a selecéo
de alelos modificados de outros genes que minimizam os efeitos deletérios dos alelos de
resisténcia, na auséncia dos inseticidas. Uma segunda possibilidade seria a substituicdo de um
alelo de resisténcia que gera um custo bioldgico, por outro de mesmo locus, que gere um
custo biolégico menor do que o anterior (BOURGUET et al., 2004).

2.6 Manejo da resisténcia

A resisténcia ao Bs, em todas as colonias estudadas, é herdada como um carater
recessivo, o que favorece de forma considerdvel o manejo da resisténcia. Um exemplo
simples é o tratamento de populagdes resistentes com outro agente de controle, com modo de
acdo distinto do Bs, que pode eliminar os individuos resistentes e reduzir a frequéncia dos
genes da resisténcia (r) ao Bs. Outro fator que tem forte influéncia sobre o status da
resisténcia é a introdugdo de individuos susceptiveis na populacdo resistente que também
provocaria a reducgéo da frequéncia alélica dos genes r. Este fator pode ser observado em

campo pela migracdo dos individuos de uma area ndo tratada para uma area tratada, e pela
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existéncia de criadouros ndo tratados na é&rea tratada que servem como uma fonte de
individuos susceptiveis. Outros fatores ambientais e climéaticos também podem reduzir a

pressao de seleg&o.

2.6.1 Utilizaco de Bacillus thuringiensis e bactérias entomopatdgenas recombinantes

O arsenal de proteinas inseticidas com acdo em dipteros compreende a toxina Bin do
Bs, grande variedade de toxinas Cry e Cyt de cepas de B. thuringiensis (sorovariedades
israelensis, medellin, jegathesan) e do Bs, além das toxinas Mtx (CHARLES; NIELSEN-
LEROUX; DELECLUSE et al., 1996; JONES et al., 2007; LACEY, 2007; LIU et al., 1996).
Esta diversidade de toxinas pode proporcionar o desenvolvimento de biolarvicidas com um
perfil toxico complexo e, consequentemente, com baixo potencial de sele¢do de resisténcia.
Recentemente um produto a base de uma mistura de cristais do Bs e do Bti foi desenvolvido e
testes preliminares mostraram a sua efetividade no controle de larvas de C. quinquefasciatus e
Aedes aegypti, na Colémbia (GIRALDO-CALDERON et al., 2008). Zahiri e Mulla (2003)
demonstraram a efetividade da estratégia de mistura do Bs com o Bti, pois néo foi observado
o0 desenvolvimento da resisténcia na coldnia selecionada em laboratorio por 36 geragdes.

Com a utilizagdo da técnica de DNA recombinante, € possivel o desenvolvimento de
cepas de Bs e Bt recombinantes que expressam os cristais contendo algumas das toxinas do
Bti e a toxina Bin do Bs, resultando no aumento da toxicidade para larvas de Culex e
Anopheles, e na ampliagdo do espectro da toxicidade também para larvas de Aedes
(FEDERICI et al., 2003; PARK; BIDESHI; FEDERICI, 2003; PARK et al., 2005; PONCET
et al., 1997). Essas cepas recombinantes podem ser importantes ferramentas para reduzir o
risco de desenvolvimento de resisténcia, pois possuem varios fatores toxicos e tém um

espectro de acdo mais amplo para os culicideos.

2.6.2 Influéncia de migracéo e refugios ndo tratados

Estudos prévios demonstraram que a forma de heranca recessiva dos genes que

conferem resisténcia ao Bs faz com que a introducdo de individuos susceptiveis na col6nia
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provoque a reducdo do nivel de resisténcia. Fatores como criadouros ndo tratados na area,
surgimentos de novos criadouros e migracdo de individuos susceptiveis de uma éarea ndo
tratada para a tratada influenciam no fluxo génico e podem provocar a diminuicdo da
frequéncia de individuos homozigotos resistentes. Uma populacdo de C. quinquefasciatus na
area do Coque, em Recife, que apresentou uma razdo de resisténcia de 10 vezes ao Bs,
recuperou a susceptibilidade 16 meses ap0s a interrupcédo do tratamento, mostrando a reversdo
da resisténcia, possivelmente em resposta a estes fatores da dindmica populacional (SILVA-
FILHA; REGIS, 1997).

Para 0 manejo de resisténcia de insetos pragas as plantas transgénicas que produzem as
toxinas do Bt, estratégias como o monitoramento da frequéncia dos genes de resisténcia é
muito importante, bem como o emprego de refugios ndo tratados entre as &reas cultivadas
com plantas Bt (TABASHNIK et al., 2008). Neste modelo, a estratégia de alta dose da toxina
expressa pelas plantas associada as areas de reflgios ndo tratados é baseada na hipotese que,
caso haja selecdo de individuos resistentes, estes possam acasalar com individuos susceptiveis
oriundos das &reas de refugio, gerando heterozigotos que sdo susceptiveis as elevadas doses
das toxinas expressas nas plantas, o que evitaria, portanto, o aumento da freqiiéncia do gene
de resisténcia (TABASHNIK et al., 2005, 2008; WENES et al., 2006).

2.7 Ferramentas para o0 monitoramento da resisténcia

A principal acdo para evitar a selecdo de resisténcia é avaliar, periodicamente, a
susceptibilidade in vivo das populagdes tratadas. A avaliagdo da susceptibilidade aos
inseticidas é feita, na maior parte dos casos, através de bioensaios in vivo que determinam as
concentracdes letais do inseticida para 50% (CLso) e 90% (CLg) para pools de larvas
submetidas a uma curva crescente de concentragdes (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 1985). Este método mostra a susceptibilidade da populagio para um grupo de
individuos, porém, ndo permite detectar a freqiiéncia de individuos susceptiveis ou resistentes
(R). Por outro lado, bioensaios de dose diagndstica podem ser feitos para rastrear individuos
R na populacéo. Neste ensaio é utilizada uma elevada dose do entomopatdgeno (> CLgo) que
permite detectar a presenca de individuos resistentes na populacdo embora ndo seja possivel
identificar os individuos heterozigotos (ANDOW; ALSTAD, 1998). Por outro lado, se os

alelos que conferem resisténcia sdo conhecidos, é possivel utilizar métodos de PCR que
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permitem a deteccdo direta do alelo e, conseqlientemente, determinar os genotipos dos
individuos para este loco (CHALEGRE et al., 2009; GAHAN et al., 2007; TABASHNIK et
al., 2006).

Neste trabalho, a proposta foi analisar o processo de recuperagéo da susceptibilidade
de uma coldnia de C. quinquefasciatus ao Bs IAB59, sob condicdes de laboratério, propiciado
pela introducdo de individuos susceptiveis na coldnia resistente, atraves de trés parametros de
monitoramento. O primeiro sdo 0s bioensaios de susceptibilidade in vivo das larvas ao Bs.
Como a resisténcia da col6nia R-IAB59 a toxina Bin é conhecida, serd possivel avaliar se 0s
individuos analisados expressam a a-glicosidase Cqml, que € o receptor da toxina Bin e o
gendtipo dos individuos para os alelos cgml e cqmlgec através de ferramentas moleculares
(CHALEGRE et al., 2009; ROMAO et al., 2006).
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3JUSTIFICATIVA

Bacillus sphaericus (Bs) € um importante entomopatdgeno utilizado em programas de
controle de espécies do complexo Culex que podem ser vetores de agentes etioldgicos de
doencas de interesse médico-sanitario. Em Recife e Olinda, as prefeituras estdo executando o
Programa de Controle da Filariose e, dentre as medidas adotadas, esta o controle do vetor C.
quinquefasciatus, com a utilizacdo do Bs para o tratamento larvicida em criadouros de
diversos bairros. Os estudos sobre 0 modo de a¢do do Bs sdo imprescindiveis para dar o
suporte cientifico necessario ao uso sustentavel deste biolarvicida em programas de controle.
O aparecimento da resisténcia demonstra a necessidade de estudos do modo de agéo dessa
bactéria e de estratégias para 0 seu manejo. No ambito desse problema, uma das principais
questdes de interesse € como recuperar o status de susceptibilidade da populacéo de insetos. A
colénia resistente R-IAB59, selecionada e mantida em nosso laboratério, apresenta
caracteristicas ideais que fazem dela um modelo impar para o estudo da recuperacdo da
susceptibilidade. Os individuos possuem um elevado nivel de resisténcia, 0 mecanismo de
resisténcia é uma alteracdo no sitio alvo do receptor Cqml e o gene que confere a resisténcia
foi identificado e pode ser detectado por meio de ferramentas moleculares, desenvolvidas em
estudos prévios por nossa equipe. O modelo de estudo em questdo pode trazer contribuices

importantes para o conhecimento e a aplicacdo de estratégias de manejo de resisténcia ao Bs.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Em quanto tempo ocorre a recuperacdo da susceptibilidade da colonia de Culex
quinquefasciatus resistente ao Bacillus sphaericus, ap6s a introducdo de individuos

susceptiveis na coldnia?
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5 HIPOTESE

A introducdo de individuos susceptiveis na colénia de Culex quinquefasciatus
resistente ao Bacillus sphaericus levara a redugdo da frequéncia do gene de resisténcia, visto
que este é herdado de forma recessiva e, conseqlientemente, havera uma recuperacdo da

susceptibilidade desta colonia.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral

Avaliar a recuperacdo da susceptibilidade de uma col6nia de Culex quinquefasciatus
resistente ao Bacillus sphaericus (Bs), mediante a introducdo de individuos susceptiveis sob
condic@es de laboratdrio, e produzir conhecimentos para estabelecer estratégias de manejo da

resisténcia.

6.2 Objetivos especificos

a) Comparar o desempenho biol6gico da colénia resistente ao Bs cepa IAB59 (R-1AB59)

com o da col6nia susceptivel (CqSF);

b) Estabelecer uma colbnia a partir do cruzamento entre individuos resistentes e
susceptiveis ao Bs IAB59 (colonia IAB59-Rev);

c) Awvaliar a susceptibilidade in vivo das larvas das progénies ao Bs cepas IAB59 e 2362;

d) Determinar a frequéncia das larvas que expressam a a-glicosidase Cqm1 nas progénies
da coldnia IAB59-Rev;

e) Determinar a freqliéncia do alelo de resisténcia cqmlgec;

f) Verificar a correlagdo entre os ensaios de susceptibilidade in vivo com as frequéncias

dos alelos do gene cgm1l e da a-glicosidase Cgm1 nas amostras analisadas;
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7 METODOLOGIA

Neste estudo foram usados diferentes métodos para avaliar a susceptibilidade ao
Bacillus sphaericus (Bs) em larvas de Culex quinquefasciatus das col6nias parentais,
susceptiveis e resistente ao Bs IAB59 (R-IAB59), e da progénie da coldnia I1AB59-Rev
resultante do cruzamento das parentais (Figura 3). A col6nia R-IAB59 é resistente as toxinas
Bin e Cry48Aa/Cry49Aa que compdem o perfil toxico da cepa IAB59. A base molecular da
resisténcia a toxina Bin nesta coldnia é conhecida e esta associada ao alelo cqmlgec que
impede a expressdo da a-glicosidase Cqml, receptor da toxina (OLIVEIRA et al., 2004,
ROMAO et al., 2006). Devido a disponibilidade de ferramentas moleculares de diagndstico, a
resisténcia a toxina Bin foi o principal pardmetro analisado neste estudo. As col6nias
parentais foram avaliadas quanto ao seu desempenho bioldgico e, em seguida, estas coldnias
bem como sua progénie oriunda do cruzamento, foram submetidas a analise de
susceptibilidade in vivo ao Bs I1AB59 e 2362, expressdo do receptor Cgml por ensaios

enzimaticos e determinacao da frequéncia dos alelos cqml e cqmlgec por PCR.

/Colc‘)nias

/ Parametre
Pualiageo of Desempenho biolgico

susceptibilidade in vivo
Bs IAB59: BMC

Figura 3. Representagdo dos parametros para a avaliagdo da susceptibilidade de larvas de Culex
quinquefasciatus ao Bacillus sphaericus (Bs).

Nota: Individuos das col6nias parentais susceptivel (S) e resistente (R-IAB59) ao Bs cepa IAB59 foram
acasalados na proporcdo de 1:1 e a progénie resultante foi analisada (F1-F11). BMC: Bioensaios de multiplas
concentracdes. BDD: Bioensaio dose diagnostica.
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7.1 Colbnias de mosquitos

Neste estudo foram utilizadas quatro colonias de C. quinquefasciatus e uma de Ae.

aegypti, descritas abaixo. As colbnias parentais e progénies foram mantidas no insetario do

Departamento de Entomologia do CPgAM sob as seguintes condi¢Oes: temperatura de 26 + 1

°C e fotoperiodo de 12:12 h (luz:escuro). As formas pré-imaginais, larvas e pupas, foram

mantidas em recipientes com agua declorada e alimentadas com ragdo para gatos. Os adultos

foram alimentados com uma solugdo de sacarose a 10% e as fémeas fizeram repastos

sanguineos em galinhas (Gallus gallus).

S. Coldnia parental de C. quinquefasciatus susceptivel, formada a partir de larvas
coletadas em criadouros do bairro de Peixinhos, localizado na Regido Metropolitana
do Recife (RMR). Esta colonia é formada por individuos susceptiveis ao Bs que
apresentam o alelo cgml em homozigose e expressam a a-glicosidase Cqml, estes
individuos foram utilizados para formagdo da colénia IAB59-Rev, ap6s o cruzamento

com individuos resistentes da colonia R-1AB59.

CqSF. Colbnia de C. quinquefasciatus susceptivel ao Bs IAB59, formada a partir de
larvas coletadas na RMR e mantida sob condi¢fes de laboratorio desde 1990. Os
dados do desempenho biol6gico foram obtidos a partir da comparacdo com esta

colbnia e a coldnia resistente (R-1AB59) e, este método esta descrito no item 7.2

R-1AB59. Colonia parental de C. quinquefasciatus resistente, selecionada com o Bs
IAB59 e apresenta um nivel de resisténcia na ordem de =~ 40.000 vezes, em relagdo a
colénia CqSF (AMORIM et al., 2007). A resisténcia a toxina Bin nesta coldnia é
caracterizada pela auséncia do receptor Cqgml no epitélio intestinal causada pela
presenca do alelo cqmlgec em homozigose (Chalegre, comunicagio pessoal; ROMAO
et al., 2006).

IAB59-Rev. Colonia de C. quinquefasciatus formada a partir do cruzamento de cerca
de 1.200 individuos das coldnias parentais S e R-1AB59 (Figura 4). Grupos separados
de pupas @ e & de cada col6nia parental e em igual nimero foram acondicionados em

gaiolas para obtencdo dos adultos. Apds a emergéncia, os adultos foram adicionados
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na proporcdo de 1:1 (machos:fémeas, S:R-IAB59) em uma unica gaiola, formando a
colonia IAB59-Rev, para o acasalamento ao acaso e obtencdo da progénie. A col6nia
foi mantida sob condi¢@es de laboratério, sem pressao de selecdo, durante 11 geragdes
para a avaliagdo. Em cada geracgéo foi obtido um pool de centenas de jangadas, e estas
foram mantidas até a eclosdo das larvas do 1° instar. A partir deste contingente, foi
utilizada uma amostra igual ou maior a 15.000 larvas para constituir cada geracéo, a

partir da qual foram coletados os individuos utilizados nas analises do estudo.

= RecL. Coldnia de Ae. aegypti estabelecida a partir de amostras de ovos coletadas na
RMR, mantida em laboratério desde 1996. Amostras de DNA de larvas desta colnia
foram utilizadas como controle negativo na reacdo de PCR usada para detectar 0s

alelos cqml e cgmlgec descrita no item 7.5.

Figura 4. Cruzamento entre individuos de Culex quinquefasciatus da coldnia susceptivel (S) e resistente (R-
I1AB59) ao Bacillus sphaericus IAB59 para estabelecer a colonia IAB59-Rev e sua progénie durante 11 geragdes
(F1-F11).

7.2 Avaliacdo de parametros bioldgicos

Alguns pardmetros biolégicos das colbnias parentais CqSF e R-IAB59 foram
analisados para determinar se a resisténcia estava associada a uma reducdo do desempenho
bioldgico na col6nia R-1AB59. Os pardmetros considerados foram a fecundidade e fertilidade
das fémeas, além do estado nutricional das pupas. As diferencas entre as médias foram
determinadas pelo teste T com P > 0,05, usando o programa Microsoft Excel ®.
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Fecundidade. Determinada pelo nimero médio de ovos por jangada correspondente
ao 1° ciclo gonadotrofico das fémeas. Cerca de 30 fémeas gravidas de cada coldnia
foram mantidas em gaiolas com recipiente contendo &gua destilada para a oviposigéo.
Foram coletadas 22 jangadas, randomicamente, e 0s ovos foram contados utilizando
um microscopio estereoscopico. Em seguida, cada jangada foi colocada em um
recipiente plastico com 200 mL de &gua destilada para a eclosdo das larvas. Este
método foi repetido, totalizando um numero final de 44 jangadas, de cada colbnia,

avaliada.

Fertilidade. Determinada pelo nimero médio de larvas que eclodiram no periodo de
48 horas ap6s a oviposicdo das jangadas analisadas em relacdo & fecundidade. As
larvas foram contabilizadas com o auxilio de um suporte com lampada para melhor

visualizagao.

Estado nutricional das pupas. Avaliado pela determinacéo do peso imido das pupas,
em até 14 horas apds a muda. O peso foi determinado a partir de grupos de 25 pupas
de cada sexo. Para cada col6nia, foram avaliados 20 e 10 pools de pupas machos e

fémeas, respectivamente.

7.3 Larvicidas a base do Bacillus sphaericus

Para avaliacdo da susceptibilidade in vivo das larvas, foram utilizados larvicidas a base do

Bs cepas IAB59 e 2362, produzidos e gentilmente cedidos pelo Dra. Eugénia Rios (Bioticom

-Recife, Brasil). Antes do seu uso, cada lote fornecido foi testado para avaliar sua atividade

toxica para a colbnia susceptivel de referéncia (CqSF), segundo método de bioensaio descrito

no item 7.4.1.

Cepa IAB59. Esta cepa apresenta como fatores tdxicos as toxinas binaria (Bin) e
Cry48Aa/Cry49Aa, o biolarvicida foi usado sob a forma de pé liofilizado obtido a
partir da sua biomassa Umida (R.0323/06). Este lote do Bs IAB59 foi o mesmo
utilizado para avaliar a evolugdo da resisténcia da colonia R-IAB59, descrita em
Amorim et al.(2007).
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= Cepa 2362. Esta cepa apresenta como fator toxico apenas a toxina Bin e o biolarvicida

foi utilizado sob a forma de biomassa Umida.

7.4 Avaliaco da susceptibilidade in vivo ao Bacillus sphaericus

O bioensaio é o método empregado para avaliar a susceptibilidade in vivo das larvas de
culicideos as bactérias entomopatogenas. Neste estudo, foram utilizados dois tipos de

bioensaios, com caracteristicas e objetivos distintos, descritos abaixo.

7.4.1 Bioensaio de multiplas concentraces

O objetivo dos bioensaios com mdltiplas concentragcbes (BMC) é obter a resposta da
susceptibilidade do grupo de larvas de uma col6nia, frente a uma curva de concentragdes
crescentes do biolarvicida que provocam entre 15 e 100% de mortalidade. A partir desta curva
é possivel determinar as concentragfes letais (CL) em mg/L do entomopatégeno para 50%
(CLso) e para 90% (CLgo) das larvas expostas, ap6s o periodo de 48 horas. Os BMC foram
realizados segundo o protocolo estabelecido pela WHO/Institut Pasteur (1985). Grupos de 20
larvas do 4° estadio foram expostos, em recipientes plasticos com 100 ml de &gua destilada,
sendo testadas 2-3 replicatas de seis diferentes concentragdes do biolarvicida, além do grupo
controle ndo tratado. O registro da mortalidade obtida nos testes foi feito apds 48 horas de
exposicdo das larvas. Cada bioensaio foi repetido 2 ou 3 vezes e, as CLsp e ClLgg foram
determinadas pela analise de probites (FINNEY, 1971), usando o programa SPSS 8.0 para
Windows. Nos casos em que os dados obtidos ndo se adequaram ao modelo de probites, as
CL foram estimadas a partir dos dados da curva. A razdo de resisténcia (RR) foi obtida para
comparar as alteragbes de susceptibilidade de uma populagéo investigada em relacdo a uma
colbnia susceptivel de referéncia. A RR é obtida entre a CL da coldnia investigada e a CL da
colénia susceptivel de referéncia (RR= CL da coldnia investigada/ CL da colonia de
referéncia). A susceptibilidade das larvas das colonias parentais (S e R-IAB59) e das

progénies (F1- F3- F5- F7 e F9) ao Bs cepa IAB59 e 2362 foi avaliada por este ensaio.
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7.4.2 Bioensaio dose diagndstica

O bioensaio dose diagnostica (BDD) consiste em tratar um grande numero de larvas,
individualmente, com uma elevada concentragdo do larvicida para determinar a frequéncia de
larvas com fendtipo resistente na amostra. Os BDD foram realizados utilizando placas com 24
pogos, cada larva do 4° estadio foi colocada em um poco com 2 mL de agua tratada com 125
mg/L da biomassa umida do Bs cepa 2362. Esta concentracéo é cerca de 1.000 vezes superior
a CLgo desta biomassa para larvas da coldnia S. A partir da leitura da mortalidade, realizada
apoés 48 h, foi estabelecida a frequéncia de larvas sobreviventes ao ensaio, consideradas
resistentes ao larvicida. Em cada ensaio, foram tratadas cerca de 200 larvas de cada progénie
(F3-F5-F7-F9-F11), além do grupo controle com 24 larvas ndo tratadas. O ensaio foi repetido

trés vezes, para avaliar a freqiiéncia de individuos susceptiveis e resistentes nas colonias.

7.5 Expressdo do receptor a-glicosidase Cgml em larvas

A avaliagdo da expressdo da a-glicosidase Cqml, receptor da toxina Bin codificado
pelo gene cqml, foi realizada através de ensaios enzimaticos in gel e, cada amostra, contendo
0 toérax e abddmen de uma larva fresca ou armazenada a -20 °C, foi macerada em 5 ul de
tampéo PBS (NaH,PO, 2.1 mM, Na;HPO,4 14 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) e solubilizada em
5 pl de tampdo de amostra de Laemmli (1970), sem conter o agente redutor 2-
betamercaptoetanol e sem aquecimento. A separacdo eletroforética das amostras foi realizada
em SDS-PAGE a 8%, a 20 mA de corrente e a 4 °C. Apdés a eletroforese, os géis foram
incubados trés vezes em solugdo aquosa de Triton X® a 2,5% por 13 minutos & temperatura
ambiente. As lavagens com o Triton tém a funcdo de remover o excesso do Tris das amostras,
pois este composto € um inibidor da atividade o-glicosidase. Em seguida, os géis foram
incubados em tampéo citrato-fosfato 100 mM pH 6.5 contendo 2 mM do substrato 4-metil-
lumbeliferil-a-D-glicopiranosideo (M9766, Sigma), durante 20 min a 37 °C, sob leve
agitacdo. As bandas cataliticas presentes nos géis foram visualizadas em um transiluminador
ultravioleta (UV) e a a-glicosidase Cgm1 migra em peso aparente de 83 kDa, sob condi¢Oes

semi-desnaturante, segundo Romé&o et al. (2006). A expressdo de a-glicosidase Cqm1l foi
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analisada em amostras entre 100 e 200 individuos das col6nias parentais e da progénie da
colbnia IAB59-Rev.

7.6 Deteccéo dos alelos cqml e cqgmlgec

Neste estudo, a resisténcia & toxina Bin foi avaliada pelo método de PCR alelo-
especifica para detectar a freqliéncia dos alelos cqml e cqmlgec nas coldnias (CHALEGRE et
al., 2009). Para evitar problemas de contaminagdo, os procedimentos de extragdo de DNA,
reacdo de PCR e separacdo eletroforética descritos a seguir, foram realizados em ambientes

diferentes.

7.6.1 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA gendmico das larvas foi realizada como descrito em Ayres et al.
(2002) ou utilizando o reagente DNAzol® (Invitrogen), segundo instru¢des do fabricante,
que proporcionou maior rapidez na obtencdo das amostras. O DNA foi extraido
individualmente da cabeca das mesmas larvas utilizadas no ensaio de expressdo da o-

glicosidase in gel.

*= Protocolo segundo Ayres et al. (2002). A cabeca de larvas foi macerada
individualmente em 400 pL de tampéo de lise (NaCl 0.4 M, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0
e EDTA 2 mM, pH 8,0), 7 uL de solucéo de proteinase K (10 mg/ml) e 72 pl de SDS a
10%. Cada amostra foi incubada a 65 °C, por 16 h. Apos a adigdo de 420 pl de NaCl 5
M a suspensdo, a amostra foi homogeneizada por 1 min, seguida de centrifugacdo a
10.000 g por 20 min. O DNA foi precipitado do sobrenadante apds a adi¢do de igual
volume de isopropanol, em seguida incubado a —20 °C por 1 hora e centrifugado a
10.000 g por 20 min. O sedimento foi lavado com etanol a 70%, seco e recuperado em
100 pl de tampé&o estéril TE® (Invitrogen) composto de Tris-HCI 10 mM, EDTA 1
mM, pH 8,0.
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= Protocolo DNAzol® (Invitrogen). A cabeca de larvas foi macerada individualmente
em 50 pl do reagente DNAzol® e homogeneizada por 1 minuto. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e precipitado
com 25 pL de etanol ultrapuro, homogeneizado por 30 segundos e centrifugado a
10.000 g por 5 minutos. Em seguida, o sedimento contendo o DNA foi
homogeneizado com 50 pl de etanol a 75% e centrifugado a 10.000 g por 1 minuto. O
sedimento foi coletado, deixado secar por 15 segundos e recuperado em 50 ul TE®

(Invitrogen).

7.6.2 Reacdo de PCR

Para as reacbes de PCR, foram utilizados dois primers especificos que flanqueiam a
delecdo de 19 nucleotideos (posicdo 1334-1352) desenhados de acordo com a sequiéncia de
cDNA do gene cqml (CHALEGRE et al., 2009) (Figura 5).

As reacOes foram feitas em volume final de 25 pL contendo 0,2 nM de cada dNTP, 2,5
unidades de Platinum Tagq DNA Polimerase® (Invitrogen), 5 pL de DNA molde e 1,6 uM de
cada primer. Cada amostra foi amplificada usando o termociclador BIOMETRA® sob as
seguintes condigdes: desnaturacdo a 94 °C por 3 minutos, em seguida 35 ciclos (94 °C por 50
s, 55 °C por 50 s, 72 °C por 120 s) seguido por uma etapa final de 72 °C por 10 min. Os
produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2,5%, corado
com brometo de etideo e visualizado em um transiluminador UV. Os tamanhos dos
fragmentos amplificados a partir do DNA molde de individuos susceptiveis e resistentes a
toxina Bin é de 208 e 189 pares de bases, respectivamente (CHALEGRE et al., 2009). Os
individuos heterozigotos apresentam a amplificacdo de ambos os fragmentos. Nas reacdes de
PCR, o controle positivo utilizado foi o DNA molde de larvas susceptiveis e resistentes que
apresentaram o alelo cgml e cgmlgec em homozigose, respectivamente. Os controles
negativos foram uma amostra com o DNA molde do Ae. aegypti, a partir do qual ndo €
possivel a amplificacdo deste fragmento génico, e uma amostra sem conter DNA molde.

A anélise da frequéncia do alelo cqmlgec foi avaliada em amostras entre 100 e 200
larvas das geracOes parentais e da progénie (F1, F3, F5, F7, F9 e F11), os mesmos individuos
avaliados em relacéo a expressdo de a-glicosidase. A partir dos dados obtidos na analise dos

gendtipos das larvas, as freqliéncias observadas e esperadas foram determinadas para avaliar
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se as populacOes estavam em equilibrio para os alelos cqm1 e cqmlgec € 0 teste qui quadrado
() foi aplicado.
A férmula utilizada para o teste x° foi: ° = X [(0 - €)? /e]

Sendo o e e as freqiiéncias observada e esperada para cada gendtipo. Os valores de y*
encontrados para cada populacdo foram comparados ao y* tabelado, de 3,84, com
significancia de 5%.

| 1 1 | T 1 1 M | 111 | | | 1 [ | I
IIIJD ZDIIJ 3EIID 4E|EI SI?U 6?0 ?EJFEI BEIIEI 91IJD 1ooo HJIJD ‘I?PD ISIDD I4IEID lﬁPD ‘ISIDEI I?IEID IBIEIEI

T
|

L Culex quinguetasciatus maltase 1 .

Cpa2F 11 dICpglR
P9 da19 Ik

Figura 5. Gene do receptor Cqm1 da toxina Bin do Bacillus sphaericus (Bs) em Culex quinquefasciatus.
Nota: Cpg2F e CpglR sdo os primers que flanqueiam a delegcdo de 19 nucleotideos neste gene que confere
resisténcia ao Bs.



Anaélise da recuperagdo da susceptibilidade.... AMORIM, L.B. 49

8 RESULTADOS

8.1 Desempenho bioldgico

A primeira etapa do estudo foi investigar se a colbnia resistente ao Bs 1AB59 (R-
IAB59) apresentava diferenca no desempenho biolégico em relacdo & col6nia susceptivel
(CgSF). Quanto a fecundidade, foi observada uma reducdo discreta, porém ndo significativa
(teste T, P= 0,49) entre 0 nimero médio de ovos por jangada da coldnia de referéncia de
170,8 para 166,5 da R-IAB59, a partir da avaliagdo de uma amostra de 44 jangadas obtidas
das coldnias analisadas (Tabela 2). Do total de 7.514 ovos contabilizados para colénia CqSF,
houve uma reducdo de 180 ovos na R-IAB59 (Tabela 2). O parametro de fertilidade,
representado pelo nimero médio de larvas de 1° estadio que eclodiram a partir das jangadas
analisadas, também foi semelhante entre as col6nias CqSF e R-IAB59 (P = 0,79) sendo
registrada uma media de cerca de 160 larvas do 1° estadio obtida por jangada analisada
(Tabela 2). O peso médio das pupas foi similar entre as colénias S e R-IAB59, sendo
detectada uma média de 0,044 g para pools de 25 pupas machos (P = 0,16) e 0,07 g para
pools de 25 pupas fémeas (P = 0,3), que sdo morfologicamente maiores do que os machos
(Tabela 2). Os resultados obtidos mostram que, em relacdo aos parametros de fecundidade,
fertilidade e estado nutricional das pupas, os individuos da coldnia R-IAB59 néo
apresentaram diferencas significativas, quando comparados com a colénia S. Devido a
auséncia de diferencas de desempenho entre as colbnias parentais, as progénies da col6nia

IAB59-Rev ndo foram analisadas em relag&o a este parametro.
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Tabela 2. Desempenho biol6gico de Culex quinquefasciatus de uma col6nia susceptivel (CqSF) e uma resistente ao Bacillus sphaericus IAB59 (R-IAB59), avaliado por
parametros como fecundidade, fertilidade e peso médio de pupas.

Fecundidade Fertilidade Peso de pupas (g)°
N° de ovos / jangada N° L1%/ jangada 3 Q
N X +DP N X+ DP N X+ DP N X+ DP
Colonia
CqSF 7514  170,8+274 7.103 161,4 + 30,2 500 0,044 + 0,003 250 0,07 £ 0,007
R-IAB59 7.328  166,5+29,6 7.026 159,7 + 30,3 500 0,043 + 0,003 250 0,07 £ 0,005
pP° 0,49 0,79 0,16 0,30

Nota: ®Larva de 1° estadio
®O peso foi avaliado em 20 pools de 25 pupas machos e em 10 pools de 25 pupas fémeas.
“Valores de P > 0,05: ndo ha diferenca entre as médias, para o teste T de student.
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8.2 Avaliacéo da susceptibilidade in vivo

Os bioensaios de multiplas concentragcbes foram realizados para avaliar a
susceptibilidade in vivo da progénie da col6nia 1AB59-Rev ao Bs, cepas IAB59 e 2362,

mantidas sob condic6es de laboratério sem pressdo de selecao.

8.2.1 Susceptibilidade ao Bs cepa IAB59

A avaliacdo foi feita para determinar a susceptibilidade da colénia a cepa IAB59. A
colbnia parental susceptivel (S), analisada nesta avaliacdo, apresentou CLso = 0,0018 mg/L e a
colénia parental resistente (R-IAB59) mostrou que esta apresenta um elevado nivel de
resisténcia com CLso = 27,6 mg/L e a razdo de resisténcia (RR) foi 15.372, em relacdo a
colbnia S (Tabela 3). A RR é mais elevada utilizando a CqSF como referéncia (AMORIM et
al., 2007).

A avaliacdo da colonia IAB59-Rev nas geracOes F1, F3, F5, F7 e F9 foi realizada para
averiguar o nivel de susceptibilidade ao Bs IAB59, resultante do acasalamento entre
individuos susceptiveis e resistentes. A CLso observada na geracdo F1 (0,372 mg/L) mostrou
uma grande redugcdo com RR = 206,7, cerca de 70 vezes menor do que a estimada para a R-
IAB59 (Tabela 3). A coldnia foi mantida até a F11 e, as anélises feitas nas geracGes anteriores
(F3, F5, F7 e F9) mostraram valores varidveis de CLso, com RR entre 22,8 e 66,7 que se
manteve em um patamar baixo, embora mais elevada do que a CLs, para a colnia S (Tabela
3). A CLgo mostrou uma diferenca de comportamento em relacdo & CLsg, pois a reducdo em
relacdo a parental resistente foi discreta e um elevado nivel de RR foi mantido em todas as
geragOes (Tabela 3). Em alguns casos, a curva de dose-mortalidade obtida ndo foi adequada
para a determinagdo da CLgo pelo programa SPSS 8.0 e o valor foi estimado a partir da
observacdo direta dos dados da curva. Isto ocorreu devido & composicdo heterogénea de
individuos susceptiveis e resistentes nas progénies, como sera demonstrado na analise descrita

no item 8.3.
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Tabela 3. Atividade do Bacillus sphaericus (Bs) cepa IAB59 para larvas de Culex quinquefasciatus das coldnias parentais susceptivel (S) e resistente ao Bs IAB59 (R-IAB59)
e das progénies (F1-F9) resultantes do cruzamento entre individuos destas coldnias, na proporc¢éo de 1:1.

Geracéo Ne de ensaios  N° de larvas CLso (1C 95%)? RR CLs’ CLg (IC 95%)? RR CLg"
S 3 1.140 0,0018 (0,0013 - 0,0034) 1 0,014 (0,0061 - 0,31) 1

R-1AB59 3 640 27,6 (22,5 - 34,7) 15.372 98,7 (69,6 — 164,3) 7.050
F1 3 1.120 0,372 (0,18 - 0,78) 206,7 17,5 (14,9 - 93) 1.250
F3 3 1.080 0,063 (0,061 - 0,78) 35,0 ~36,0°¢ 2571
F5 3 840 0,041 (0,008- 0,4) 228 ~12,0°¢ 857,1
F7 3 1.000 0,07 (0,034 - 0,17) 38,9 184 (5,1 — 368,6) 1314
F9 2 600 0,12 (0,06 - 0,23) 66,7 52,6 (11,3 -582,9) 3.057

Nota:* Concentrago letal (mg/L) para 50% (CLso) ou 90% (CLgo) das larvas tratadas apds 48 h e, intervalo de confianga (IC) de 95%.
® RR: Raz4o de resisténcia entre a CL para a colonia sob estudo e a respectiva CL para a colonia S.
0 valor da LCq foi estimado a partir da observagéo direta dos dados da curva de dose-mortalidade.
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8.2.2 Susceptibilidade ao Bs cepa 2362

As colonias S e R-IAB59 foram avaliadas em relagéo a sua susceptibilidade ao Bs
2362 e, como esta cepa apresenta apenas a toxina Bin como fator tdxico, a colénia R-IAB59
apresenta um elevado nivel de resisténcia cruzada ao Bs 2362 (AMORIM et al., 2007). A
CLs para a coldnia parental susceptivel (S) foi de 0,032 mg/L (Tabela 4), enquanto que a R-
IAB59 apresentou uma RR 8.778 vezes maior, indicando o elevado nivel de resisténcia a
toxina Bin do Bs 2362 (Tabela 4).

A susceptibilidade da colonia IAB59-Rev ao Bs 2362 foi verificada ao longo das
geracOes. Na primeira progénie analisada, a F3, houve uma queda da CLs € a RR foi de 74,3,
cerca de 120 vezes inferior & RR da col6nia R-1AB59. Nas gerac6es subsequientes da IAB59-
Rev, F5, F7 e F9, a RR mostrou valores baixos e a CLsy para 0 Bs 2362 atingiu valores
similares ao observado para a parental S (Tabela 4). Como mencionado no item anterior,
devido & composi¢do heterogénea das progénies o valor da CLgo foi estimado a partir da
observacéo direta dos dados da curva de dose-mortalidade (Tabela 4). Na progénie F3 houve
uma queda da CLgo € a RR foi estimada como sendo superior a 450 e, ao longo das demais

geracdes os valores se mantiveram elevados (Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade do Bacillus sphaericus (Bs) cepa 2362 para larvas de Culex quinquefasciatus das coldnias parentais susceptivel (S) e resistente ao Bs IAB59 (R-IAB59) e
de suas progénies (F1-F9) resultante do cruzamento entre individuos destas coldnias, na proporcéo de 1:1.

Geracdo Ne de ensaios  NO de larvas CLso? (1C 95%) RR® CL CLgo® (IC 95%) RRCLg,
S 3 1.140 0,032 (0,016 — 0,066) 1 0,136 (0,083 - 0,371) 1

R-1AB59 2 560 280,9 (85,1 — 585,6) 8.778 491,1 (3158 -2.0208)  3.611
F1 ND ND ND ND ND ND
F3 2 560 2,38 (0,97 - 11,3) 74,3 >60,0° >450,0
F5 3 640 1,15 (0,31- 22,9) 35,9 >100,0° >735,0
F7 2 600 0,086 (0,03 -0,2) 2,68 49.7 (11,4 — 493) 365,0
F9 2 600 0,067 (0,03 -0,1) 29 >50,0° > 366,0

Nota: # Concentragéo letal (mg/L) para 50% (CLso) ou 90% (CLag) das larvas tratadas apés 48 h.
® RR: Raz4o de resisténcia entre a CL para a colonia sob estudo e aquela para a coldnia S.

0 valor da LCq foi estimado a partir da observacéo direta dos dados da curva dose-mortalidade.
ND: N&o determinado.
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8.3 Freqliéncia de individuos susceptiveis e resistentes

Os dados da frequéncia de individuos susceptiveis e resistentes nas col6nias parentais
e progénies da colbnia IAB59-Rev foram obtidos por bioensaios de dose diagnostica, pela
expressao do receptor Cqml e pela analise da freqliéncia dos alelos cqml e cqmlgec € estdo

descritos nas segOes a seguir.

8.3.1 Bioensaio dose diagndstica

Os individuos que sobreviveram aos bioensaios dose diagndstica foram considerados
resistentes, pois a concentragdo letal (CL) utilizada foi cerca de 1.000 vezes maior do que a
ClLgo para larvas da colbnia susceptivel. A coldnia parental S foi avaliada e 100% dos
individuos mostraram fendtipo susceptivel (Figura 6, Tabela 5). A coldnia parental R-IAB59
apresentou 96% de individuos que sobreviveram aos bioensaios, comprovando o fendtipo de
resisténcia a toxina Bin que caracteriza esta col6nia (Figura 6, Tabela 5). A analise das
progénies da coldnia IAB59-Rev mostrou freqtiéncias de individuos susceptiveis e resistentes
que variaram de 45 a 55% em cerca de 600 L4 analisadas por geracdo (Figura 6, Tabela 5).
Cada geracdo mostrou estar constituida por individuos susceptiveis e resistentes na propor¢do
de 1:1 que, apesar de algumas variacdes, manteve-se estavel até a F11 (Tabela 5). Nao foi
observado um aumento de individuos com fendtipo susceptivel nestas progénies, mantida sob

condigdes de laboratorio, sem pressdo de selecdo ao biolarvicida.
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Figura 6. Freqiiéncia de larvas de Culex quinquefasciatus susceptivel (S) e resistente (R) ao Bacillus sphaericus
(Bs) em amostras das geracdes parentais (S e R-IAB59) e progénie da coldnia IAB59-Rev, submetidas ao
bioensaio com uma dose letal do Bs.
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8.3.2 Expressao do receptor a-glicosidase Cqm1 em larvas

Os ensaios da atividade da oa-glicosidase in gel foram realizados para avaliar a
expressdo do receptor Cqm1 em amostras individuais de larvas das coldnias parentais S e R-
IAB59 e nas progénies (F1, F3, F5, F7, F9 e F11) da colonia IAB59-Rev. As larvas
susceptiveis mostraram um perfil reprodutivel de quatro bandas cataliticas, dentre elas a o-
glicosidase Cgm1 que migra com peso aparente de 83 kDa, sob condi¢Oes semi-desnaturantes
(Figura 7, S). Larvas resistentes & toxina Bin, que portam o alelo cqmlgec em homozigose,
apresentaram um perfil similar ao de larvas sensiveis, exceto pela auséncia da banda catalitica
correspondente & a-glicosidase Cqm1 (Figura 7, R).

Na colbnia S, a totalidade de individuos analisados apresentou a a-glicosidase Cgm1,
ao contrério do observado para R-IAB59 cuja freqliéncia do receptor foi de 0,03, pois apenas
nove larvas dentre 287 analisadas apresentaram a expressao da a-glicosidase Cqm1l (Figura 8,
Tabela 5). A frequéncia de larvas que expressaram a a-glicosidase Cqm1 nas geracdes F1, F5,
F7, F9 e F11 variou entre 0,42 e 0,58 nas amostras com cerca de 150 individuos (Figura 8,
Tabela 5). Na F3, foi registrada a menor freqtiéncia do Cqm1 e os dados diferiram das demais
geracgdes (Figura 8, Tabela 5). Os dados desta avaliacdo corroboram os dados da frequéncia de
individuos susceptiveis e resistentes ao Bs 2362, obtida pelos bioensaios de dose diagndstica,

com algumas variagdes e apenas na F3 esses dados séo diferentes.

Figura 7. Deteccéo de a-glicosidases (EC 3.2.1.20) em extratos individuais de larvas de Culex quinquefasciatus.
Nota: As amostras foram submetidas a SDS-PAGE a 8% sob condi¢des semidesnaturantes, os géis foram
incubados com o substrato a 37 °C por 20 min e visualizados em um transiluminador de luz ultravioleta. A banda
catalitica correspondente & a-glicosidase Cqm1 de 83 kDa esta presente em amostras de larvas susceptiveis (S) e
ausente em larvas resistentes ao Bacillus sphaericus (R). Fonte: Modificada de Chalegre et al., 2009.
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Figura 8. Frequéncia da expressdo da a-glicosidase Cgml em larvas de Culex quinquefasciatus em amostras das
geracOes parentais, susceptivel (S) e resistente (R-IAB59) ao Bacillus sphaericus, e progénie da colénia IAB59-
Rev, resultante do cruzamento das parentais.

8.3.3 Freqiiéncia dos alelos cqml e cqmlgec

A aplicacdo da PCR especifica para os alelos cqml e cgmlgec mostrou que foram
amplificados fragmentos de tamanhos diferentes a partir do DNA gendmico de larvas
sensiveis e resistentes. Em cada reagdo, as amostras controle confirmaram os resultados
esperados: controle positivo, contendo DNA molde de larvas S para amplificacdo do
fragmento de 208 pb (Figura 9, S); controle positivo, contendo DNA molde de larvas R para
amplificacdo do fragmento de 189 pb (Figura 9, R); controle negativo contendo DNA do A.
aegypti que ndo permite a amplificacdo (Figura 9, Ae) e controle negativo sem DNA molde
(Figura 9, -). As larvas da coldnia S apresentaram o alelo cgml em homozigose e o tamanho
dos fragmentos amplificados foi de 208 pb (Figura 9, a), enquanto que as larvas da col6nia R
apresentaram fragmentos de 189 pb amplificados a partir do alelo cqmlgec em homozigose
(Figura 9, b). Os individuos heterozigotos foram caracterizados pela amplificacdo dos dois
fragmentos a partir dos alelos cqml e cqmlgec (Figura 9, c).

Na analise da colbnia S, seis larvas apresentaram o alelo cqml em heterozigose, dentre
486 individuos, demonstrando a baixa frequéncia do alelo cgmlgrec (0,0061) (Figura 10,
Tabela 5). Na col6nia R-IAB59 foram avaliados 106 individuos, com 105 homozigotos para o
alelo cqmlgec resultando em elevada freqiiéncia deste alelo (Figura 10, Tabela 5). A analise

dos genotipos nas mesmas amostras de larvas das progénies avaliadas previamente pelo
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ensaio de a-glicosidase mostrou uma correlagéo direta entre os dados destes ensaios (Tabela
5). Os individuos S, homozigotos para o alelo cqml ou heterozigotos, expressaram a o-
glicosidase Caqm1 e, os individuos R, homozigotos para o alelo cqml1gec, foram caracterizados
pela auséncia desta molécula.

Os genotipos nas progénies analisadas, representaram cerca de 42-58% dos individuos
susceptiveis de cada geracdo, sendo composta por homozigotos e sobretudo por heterozigotos
(Figura 10, Tabela 5). A F3 apresentou resultados em acordo com aqueles observados na
expressdo do receptor Cqml, embora as freqiiéncias observadas nesta gera¢do tenham sido
diferentes das demais (Figura 10, Tabela 5). Os dados desta analise do gendtipo para o locus
do gene cgml corroboram os dados dos bioensaios diagndsticos e a frequéncia da o-
glicosidase Cgm1, e mostram que a frequéncia de larvas resistentes € mantida entre 42-58%
nas progénies. A freqliéncia do alelo cqmlgec variou de 0,65 a 0,83 e manteve-se elevada até
a F11, quando o valor foi de 0,74 (Figura 10, Tabela 5).
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Figura 9. Separacdo eletroforética de fragmentos amplificados por PCR a partir dos alelos do gene cgml de
Culex quinquefasciatus.

Nota: Individuos susceptiveis (S) homozigotos para o alelo cqml (a), resistentes (R) homozigotos para o alelo
cqmlgec (b) e heterozigotos (c) que apresentaram ambos os fragmentos de 208 e 189 pares de base (pb),
respectivamente. Os controles positivos foram: DNA molde de larvas S para amplificacdo do fragmento de 208
pb (S) e DNA molde de larvas R para amplificagcdo do fragmento de 189 pb (R). Os controles negativos foram:
DNA do Aedes aegypti (Ae) e o outro sem DNA molde (-). Gel de agarose a 2,5% visualizados em um
transiluminador de luz ultravioleta. PM: peso molecular em pb.

Nesta avaliagdo € importante ressaltar que, dentre as amostras analisadas nos ensaios
de freqiéncia da a-glicosidase Cgml e dos alelos cgml e cqmlgrec, cerca de 15% de
individuos de cada geracdo, ndo apresentaram a correlacdo esperada (Tabela 6). Dentre estes,
a maioria das inconsisténcias mostram individuos com o gendtipo resistente, mas que
apresentam a expressdo do receptor Cgml (Tabela 6). E cerca de 30% dos casos foi

representado por larvas heterozigotas, que néo apresentaram a a-glicosidase Cqm1 (Tabela 6).
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Em todas as progénies analisadas foram observadas inconsisténcias e que necessitam ser
investigadas.

As coldnias parentais S e R-IAB59 estdo em equilibrio para o gene cqml (Tabela 7). A
analise das freqliéncias genotipicas observadas e esperadas dos alelos cqml e cgmlgec
mostrou que a colénia IAB59-Rev em alguns momentos esta em equilibrio populacional para
0 gene cgml nas progénies analisadas, e nas geracbes F3, F5 e F7 o equilibrio ndo foi
alcancado, visto que o namero de individuos homozigotos susceptiveis observado é maior do
que o esperado e, 0 numero de heterozigotos observado é bem menor do que o esperado
(Tabela 7).

Genoétipo dos alelos
cqgml/cgml Jll caml/cqmigec [l €dMlrec/ Cqmlgec

Figura 10. Freqliéncia dos genotipos para os alelos cqml e cqmlgec em larvas de Culex quinquefasciatus da
colbnia parental susceptivel (S) e resistente (R-IAB59) ao Bacillus sphaericus e da progénie da colénia IAB59-
Rev.
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Tabela 5 — Avaliacdo da freqliéncia de larvas de Culex quinquefasciatus susceptiveis (S) e resistentes (R) ao Bacillus sphaericus (Bs) por ensaios de susceptibilidade in vivo
ao Bs 2362, expressdo da a-glicosidase Cqm1l e reagdo em cadeia da polimerase (PCR) especifica para detec¢do dos alelos cqml/cgmlgec. Foram analisadas as geracdes
parentais susceptivel (S) e resistente ao Bs (R-IAB59), bem como as progénies (F1, F3, F5, F7, F9 e F11) resultantes do cruzamento de individuos destas colnias na

proporcdo de 1:1.

Susceptibilidade ao Bs

Expressdao Cgml

Deteccéo dos alelos cqml/cqmlrec

Frequéncia Freguéncia Genotipo
cqml cqml cgmlgec  Frequéncia
Geracéo N S R N S R N cgml cgMmlgec cqmlgec cgmlgec
S 720 1 0 374 1 0 492 486 6 0 0,0061

R-1AB59 576 0,04 0,96 287 0,03 0,97 106 0 1 105 0,99

F1 ND ND ND 159 0,53 0,47 159 10 75 74 0,70

F3 648 0,45 0,55 129 0,28 0,72 129 8 28 93 0,83

F5 617 0,54 0,46 144 0,44 0,56 144 19 44 81 0,73

F7 624 0,53 0,47 135 0,50 0,50 135 26 41 68 0,65

F9 657 0,50 0,50 115 0,42 0,58 115 11 37 67 0,74

F11 576 0,55 0,45 69 0,43 0,57 69 6 24 39 0,74

Nota: N = n° de larvas de 4° estadio.
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Tabela 6 — Descricdo de amostras de individuos que apresentaram inconsisténcia entre o genétipo para os alelos cqml/cgmlgec € 0 fenotipo relativo a expressao do receptor
Cgml em larvas de Culex quinquefasciatus nas progénies F1, F3, F5, F7, F9 e F11 da col6nia IAB59-Rev. O gen6tipo dos alelos do gene cqml e a expressao do receptor
Cgm1 foram determinados por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) especifica e ensaio de a-glicosidase em gel, respectivamente.

Inconsisténcias cqmlgrec /cqmlgec, Cgml + cqml/cgmlgec, Cqgml -
Geragdo N N® % N® % N? %
F1 180 21 11,67 14 67 7 33
F3 149 20 13,42 11 55 9 45
F5 170 26 15,29 16 62 10 38
F7 168 33 19,64 25 76 8 24
F9 140 25 17,85 19 76 ) 24
F11 84 15 17,44 10 67 ) 33

Nota: *Numero de individuos que apresentaram inconsisténcias entre o gendtipo e o fendtipo e que foram excluidos do n amostral da Tabela 5.
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Tabela 7 — Frequiéncias genotipicas observadas (O) e esperadas (E) para os alelos cqml e cgmlgec em larvas de Culex quinquefasciatus de individuos susceptiveis (S) e
resistentes ao Bacillus sphaericus (R-IAB59), e nas progénies F1, F3, F5, F7, F9 e F11 da colénia IAB59-Rev.

cgml/cgml cgml/cgml gec cqml gec / QML gec

Geracéo o) E o) E o) E Teste y°
S 486 486,1 6 5,86 0 0,02 0,00
R-1AB59 0 0 1 1,05 105 1049 0,00
F1 10 15,95 82 71,00 74 79,00 4,24
F3 8 3,72 28 57,82 93 86,74 20,74
F5 19 10,50 44 56,80 81 76,70 10,00
F7 26 16,53 41 61,42 68 57,04 14,32
F9 11 1,77 37 4425 67 62,97 2,78
F11 6 4,66 24 26,55 39 37,79 0,67

Nota: Os valores observados para cada populacio s&o comparados ao y* tabelado (3,841) com significancia de 5%. Valores iguais ou acima de 6,635 rejeitam a hipotese nula,
ou seja, que as frequiéncias genotipicas O e E estdo em equilibrio. O nimero de graus de liberdade foi 1, referente ao nimero de classes observadas, duas neste caso, menos 1.
Obs. Os dados sdo dos gendtipos sem as inconsisténcias junto ao fenotipo (Tabela 4).
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9 DISCUSSAO

A resisténcia de insetos a inseticidas pode estar associada a um custo no desempenho
bioldgico e, no presente estudo, este foi o primeiro aspecto avaliado em relagéo a coldnia de
Culex quinquefasciatus resistente ao Bacillus sphaericus (Bs) IAB59 (R-1AB59). Os
resultados obtidos mostraram que ndo houve reducdo significativa do desempenho dos
individuos da colénia R-IAB59, quando comparado com a col6nia susceptivel (CqSF), em
relagdo aos parametros de fecundidade, fertilidade e estado nutricional das pupas. Oliveira e
colaboradores (2003) também ndo observaram diferengas na fecundidade dos individuos da
colénia de C. quinquefasciatus resistente ao Bs cepa 2362. Porém, Rodcharoen e Mulla
(1997) mostraram que houve uma diminui¢do do nimero médio de 146 ovos por jangada na
colbnia susceptivel para 112 em uma coldnia de C. quinquefasciatus resistente ao Bs cepa
2362. Quanto a fertilidade, nosso estudo mostrou uma taxa de eclosdo larval de
aproximadamente 95% para ambas as col6nias, em concordéancia com o estudo de Oliveira et
al. (2003) cujas diferencas também ndo foram significativas. Os dados da reducdo da
fecundidade obtidos por Rodcharoen e Mulla (1997) também foram discordantes do nosso,
visto que a taxa de eclosdo das larvas susceptiveis foi de 90,9%, e das resistentes a eclosao foi
de apenas 47,9%.

O peso médio de pupas foi avaliado para inferir o estado nutricional do inseto, pois
este pardmetro pode influenciar a duracdo do ciclo bioldgico. Neste estudo, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre as colonias CqSF e R-IAB59. Janmaat e Myers
(2003) observaram uma diminuigdo de 20 e 50%, respectivamente, do peso médio de pupas e
larvas de primeiro estadio de uma colbnia do lepidoptero Trichoplusia ni resistente ao
Bacillus thuringiensis (Bt). Bourguet et al. (2004) avaliaram em populagdes de C. pipiens
resistentes a inseticidas organofosforados os efeitos pleiotropicos da resisténcia. As
populagdes que apresentaram alelos de resisténcia (acetilcolinesterase, ace-1) mostraram um
aumento do tempo de desenvolvimento das formas jovens e uma redugdo do tamanho das asas
dos adultos. A resisténcia de algumas espécies, como de Helicoverpa zea (Lepidoptera:
Noctuidae), a toxina CrylAc do Bt, esta associada a um elevado custo biol6gico impedindo,
inclusive, a sua manutencdo em laboratério sendo necessario, em alguns estudos, introduzir
individuos susceptiveis na col6nia para evitar a sua extingdo (ANILKUMAR et al., 2008;
ANILKUMAR; PUSZTAI-CAREY; MOAR, 2008). Os parametros utilizados no nosso

estudo, apesar de importantes para avaliar o desempenho da col6nia resistente, ndo foram
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suficientes para afirmar a completa auséncia de custo bioldgico associado a resisténcia, a
avaliacdo de outros parametros como tempo geracional, duragéo do ciclo de desenvolvimento,
quantidade de ciclos gonadotroficos, longevidade, entre outros, seriam necessarios para
descartar tal possibilidade. Oliveira et al. (2003) observaram que, apesar dos parametros de
fecundidade e fertilidade da col6nia resistente ao Bs cepa 2362 ndo terem sido afetados, o
tempo de desenvolvimento dos individuos resistentes foi cerca de 4 dias maior do que a média
(23,7 dias) observada para os susceptiveis. Embora o custo bioldgico da resisténcia de Culex a
toxina Bin ndo tenha sido exaustivamente avaliado neste trabalho, o conjunto de dados
obtidos apontam que, comparando com outros relatos, a colonia R-IAB59 néo apresenta uma
reducdo evidente do seu desempenho e, como conseqiiéncia, tem sido mantida em laboratorio
h& alguns anos (AMORIM et al., 2007).

O carater recessivo da resisténcia das larvas de C. quinquefasciatus ao Bs pode
favorecer o manejo da resisténcia e, neste contexto, a introducéo de individuos susceptiveis na
populagéo resultaria na reducdo da freqtiéncia dos alelos de resisténcia. A susceptibilidade das
geracOes parentais e das progénies da colénia IAB59-Rev para o Bs (cepas IAB59 e 2362) foi
avaliada a partir das concentracOes letais para 50% (CLsg) e 90% (CLgyg) determinadas por
bioensaios. Os dados de susceptibilidade ao Bs IAB59 mostram que, apds o cruzamento, a
CLso para as progénies diminuiu e mostrou uma reducdo do nivel de resisténcia, que se
manteve ao longo das geragdes. A CLgo sofreu uma reducdo discreta em relacdo a coldnia
parental e a RR manteve-se elevada, indicando a presenca de grande nimero de larvas
resistentes, o que foi confirmado posteriormente pela analise da frequéncia de larvas
resistentes, pelos trés metodos utilizados. Os dados dos bioensaios da susceptibilidade a cepa
2362 apresentaram um comportamento semelhante, havendo uma redugéo importante da RR
calculada a partir da CLso que ficou proxima a CL para a coldnia parental susceptivel, e houve
uma reducdo discreta das RR para a CLgo. A importante redugdo da CLso ocorreu devido a
presenca de cerca de 45-55% de larvas susceptiveis nas progénies obtida ap6s o cruzamento,
gracas a heranga recessiva da resisténcia ao Bs IAB59 e 2362 (AMORIM et al., 2007
OLIVEIRA et al., 2004). A CLgy foi um parametro que mostrou, com maior fidelidade, o
fenotipo das progénies, revelando um grande contingente de larvas resistentes, ao contrario da
CLso que apresentou valores mais proximos a CLsy para a col6nia parental S. Em alguns
casos, os dados de CLgo foram obtidos a partir da observacdo direta da curva de dose-
mortalidade devido a composicdo heterogénea de larvas nas amostras que apresentou uma
distribuicdo dos percentuais de mortalidade (15 e 100%) em um amplo intervalo de

concentragoes.
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O monitoramento da resisténcia pela comparagéo dos valores de CLso € CLgg mostrou
limitacOes e, por esta razdo, foram realizados bioensaios diagnésticos para determinar a
frequéncia de individuos susceptiveis e resistentes na progénie da coldnia 1AB59-Rev. A
analise a partir de uma concentragdo diagnéstica do Bs 2362 mostrou uma composi¢do de 45-
55% de individuos susceptiveis e resistentes em todas as geracbes o que auxiliou a
interpretacdo dos valores das CLs obtidas nos bioensaios de multiplas concentragdes. Os
dados desta andlise também confirmaram que os individuos heterozigotos sdo susceptiveis a
toxina Bin e a resisténcia é recessiva, conforme demonstrado em estudos prévios (AMORIM
et al. 2007). A utilizagdo deste ensaio para determinar a freqtiéncia de individuos resistentes é
de grande importancia, pois este é o principal fator que determina a evolugdo da resisténcia
numa populagéo de insetos (GENISSEL et al., 2003; TABASHINIK et al., 2000; WENES et
al., 2006).

No manejo da resisténcia de insetos as toxinas Cry das plantas transgénicas, por
exemplo, o monitoramento da freqtiéncia de individuos resistentes ou de genes de resisténcia,
é uma avaliacdo obrigatdria em varios paises que adotaram esta tecnologia (TABASHINIK et
al., 2004, 2005, 2008; WENES et al., 2006). O monitoramento desta freqiiéncia é comumente
realizado por bioensaios diagnosticos utilizando o método de “F2 screen” que consiste em
coletar fémeas de campo acasaladas, manter a progénie F1 e submeter 0s neonatos da geragao
F2 & avaliagdo da susceptibilidade e fazer inferéncias quanto & freqiiéncia do alelo de
resisténcia a partir da andlise estatistica dos dados obtidos (ANDOW; ALSTAD, 1998).
Entretanto, é importante salientar que nestes bioensaios € dificil estimar a freqiiéncia de alelos
de resisténcia recessivos, pois a freqliéncia de individuos resistentes € muito baixa e, em
conseqliéncia, é necessario analisar uma grande amostra de individuos. Além disso, ndo é
possivel detectar heterozigotos para o alelo de resisténcia por este método, pois estes
individuos ndo sobrevivem & concentracdo diagndstica.

Outra ferramenta diagnéstica, 0 ensaio enzimatico que detecta a expressdo da o-
glicosidase Cgm1, mostrou uma composi¢do majoritaria de individuos que expressaram o
receptor Cqm1 na parental S, enquanto que na parental R-IAB59 predominaram individuos
que ndo expressam esta molécula. A anélise nas amostras das geracbes da IAB59-Rev
mostrou uma correlacdo direta com a frequéncia de individuos S e R obtidas nos ensaios in
vivo de dose diagnostica, com valores entre 42 e 58%. Os dados mostram que a avaliagdo da
expressdo do receptor Cgm1 pode ser utilizada para o diagndstico de larvas que tenham como
mecanismo a auséncia do sitio-alvo da toxina Bin, associada a qualquer alelo de resisténcia.

Semelhante ao bioensaio dose diagnostica, este método ndo discrimina os individuos
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heterozigotos na populacdo. Neste contexto, a analise PCR alelo-especifica foi extremamente
atil, pois revelou o gendtipo dos individuos analisados que ndo puderam ser determinados
pelos métodos anteriores. A freqiiéncia do alelo cqmlgec, nas colbnias parentais S e R-1AB59
foi 0,006 e 0,995, respectivamente, refletindo os fendtipos resistente e susceptivel destas
colbnias. O alelo cqmlgec permaneceu com uma frequéncia elevada ap6s 11 geragdes, gracas
a presenca de cerca de 50% de individuos homozigotos resistentes e 30% de heterozigotos. A
grande vantagem deste método foi a capacidade de detectar diretamente a frequéncia do alelo
resistente nas amostras. A resisténcia nesta colnia é herdada como um carater recessivo
(AMORIM et al., 2007) portanto, de dificil detec¢do, porém ao utilizar a técnica de PCR foi
possivel diagnosticar o alelo cqmlgec, cuja presenga ndo tinha sido diretamente evidenciada
pelos demais ensaios.

As incoeréncias observadas em relagdo a correlacdo entre o gen6tipo para o gene cqm1l
e o fenotipo para expressdo do receptor Cqml ndo parecem ser artefatos, visto que foram
observados em todas as geragBes analisadas. No caso mais frequente, de individuos
homozigotos para o alelo cqmlgec € que expressam o receptor, é possivel sugerir que outros
alelos poderiam codificar a a-glicosidase Cqm1. Uma analise de seqiiéncia do gene cqml de
uma populagdo de C. quinquefasciatus mostrou um terceiro alelo, diferente dos alelos
cqml/cgmlgec, indicando que outros alelos poderiam estar envolvidos na expressdo da o-
glicosidase Cqgml (CHALEGRE, 2008). No segundo caso, a hipOtese para explicar os
individuos heterozigotos que ndo expressam a a-glicosidase é que esta expressdo poderia
ocorrer abaixo do esperado. Entretanto, vale ressaltar que os demais heterozigotos analisados
apresentaram uma banda de igual intensidade aos individuos susceptiveis com gendtipo
homozigoto. Avaliagbes mais detalhadas devem ser realizadas para a compreensdo destes
aspectos bem como para a produgdo de novos conhecimentos acerca do modelo estudado.

Os resultados deste trabalho mostram que foi possivel avaliar o status de resisténcia de
forma precisa através de bioensaios de dose diagndstica, da avaliagcdo do fendtipo para a a-
glicosidase Cqm1 e da deteccéo direta do alelo de resisténcia. A associagdo das ferramentas
moleculares aos bioensaios teve grande importancia na caracterizagdo da resisténcia,
sobretudo a PCR que apresenta uma enorme vantagem por sua capacidade de deteccéo
precoce dos individuos heterozigotos. Esta avaliacdo também demonstrou de forma clara que,
mesmo apos 11 geragdes na auséncia de pressdo de selecdo, a freqiiéncia do alelo cqmlgec
manteve-se estavel, nas condi¢Bes avaliadas, diferente de outros estudos em que os alelos de
resisténcia tém sua frequéncia reduzida, pois séo desfavorecidos nesta situagdo por estarem
associados ao custo biolégico (GASSMAN; CARRIERE; TABASHNIK, 2009;
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TABASHINIK et al., 1994; WILSON et al., 2007). O estudo da resisténcia da col6nia de
Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) ao Bt, mostrou que o alelo de resisténcia estaria
relacionado a um custo biol6gico, diminuindo a longevidade dos adultos resistentes
(TABASHINIK et al., 1994). Como mencionado anteriormente, a evidente dificuldade
observada na selecdo de resisténcia de Helicoverpa zea ao Bt é freqiientemente associada a
elevado custo biolégico observado nas colbnias (ANILKUMAR; PUSZTAI-CAREY;
MOAR, 2008). Em outros modelos, como na analise da reversao da resisténcia de populacdes
de Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) ao pyriproxyfen, andlogo do horménio juvenil,
também foi observado um custo biolégico associado a resisténcia com diminuicéo de 20% da
taxa de sobrevivéncia das pupas, além do aumento de cerca de 3 dias do ciclo de
desenvolvimento do inseto (WILSON et al., 2007). E importante ressaltar que, mesmo nestes
casos em que reversdo da resisténcia foi observada e houve uma reducéo da frequéncia de
individuos resistentes devido ao custo biolégico ou fluxo génico, dados experimentais e
modelos estatisticos apontam que um processo de re-selecdo pode aumentar rapidamente a
frequéncia deste alelo (TABASHINIK et al., 1994; WILSON et al., 2007).

No nosso estudo, a analise preliminar indica que o alelo de resisténcia cqmlgec parece
ndo estar associado ao custo bioldgico, que seria um fator critico para provocar sua reducéo
na auséncia de pressdo de selecdo e, a auséncia de custo bioldgico corrobora os dados que
mostram a manutencdo do alelo na progénie sob esta condi¢gdo. Em um estudo anterior, a
reversdo da resisténcia de uma populacdo de C. quinquefasciatus ao Bs 2362 foi observada,
porém, sob condicBes distintas, pois a populacdo analisada apresentava uma baixa razdo de
resisténcia (RR~ 10) e estava submetida a fatores de dindmica populacional e ambiental que
certamente tiveram um papel fundamental neste processo (SILVA-FILHA; REGIS, 1997).

Os dados observados no nosso modelo poderiam ser analisados a luz de estudos
recentes que demonstram que alguns alelos de resisténcia podem estar presentes em uma
frequéncia detectavel em populagdes que nunca tiveram contato com o agente de controle,
contrariando a tese de que tais alelos sdo raros e de dificil deteccdo (CHALEGRE et al., 2009;
BOURGUET et al., 2003; GENISSEL et al. 2003). Estes achados deram subsidio & hipdtese
de que alguns alelos de resisténcia podem ocorrer como polimorfismos balanceados na
populacéo, ou seja, a selegdo contra e a favor do alelo seria igual e desta forma a mutagdo
pode ser mantida na populacdo. Por esta razdo, estes genes ndo estariam associados a
importantes efeitos negativos no desempenho biol6gico dos individuos, e podem estar
presentes em frequéncias detectaveis na populacdo, mesmo na auséncia de pressdo de selecdo
(FFRENCH-CONSTANT, 2006). Os dados obtidos em nosso trabalho apresentam pontos em
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comum com esta hip6tese, pois, um estudo anterior mostrou que a atividade da a-glicosidase
total de larvas resistentes e susceptiveis é igual, indicando que as larvas resistentes produzem
outras o-glicosidases, além da Cgml e que ndo haveria uma deficiéncia desta molécula
(ROMAO et al., 2006). Este dado pode explicar, parcialmente, a auséncia de um custo
bioldgico associado a resisténcia ao Bs e a estabilidade da freqiiéncia do respectivo alelo na
auséncia de presséo de selegéo.

Os resultados obtidos neste estudo sobre a recuperagdo da susceptibilidade e a
frequéncia dos genes que conferem esta resisténcia sdo importantes para definir estratégias de
manejo da resisténcia, como a utilizacéo de outro entomopatégeno para diminuir a frequiéncia
desses genes. O alelo cqmlgec possivelmente ndo confere custo bioldgico nas populacbes
resistentes e pode manter-se na populacdo, caso ndo haja estratégias adequadas para a
diminuicdo de sua freqiiéncia e/ou fatores populacionais e ambientais que favorecam a sua
reducdo, o que &, de certa forma, um aspecto desfavordvel para recuperacdo da

susceptibilidade pela simples interrupcdo do uso do patdégeno em condigdes de campo.
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10 CONCLUSOES

A resisténcia de Culex quinquefasciatus ao Bacillus sphaericus (Bs) cepa I1AB59
associada ao alelo cqmlgec aparentemente ndo acarreta custo bioldgico, em relagdo a

fecundidade, fertilidade e peso de pupas.

A introducdo de individuos susceptiveis na coldnia resistente (IAB59-Rev) leva a
diminuicdo das concentragdes letais (CL) e a uma significativa queda do nivel de

resisténcia.

A avaliacdo de CLgo do Bs mostrou ser um parametro mais sensivel do que a CLs

para indicar a presenca de individuos resistentes na populagéo.

Os dados de bioensaio diagndstico, da expressdo da a-glicosidase Cqgml e da PCR-
especifica para o alelo cqmlgec mostraram uma alta correlacdo e sdo ferramentas

valiosas para a anélise da resisténcia do Culex ao Bs.

O alelo cqmlgec se manteve estavel na colénia na auséncia de pressdo de selegdo e é

possivel que este alelo poderia ser um polimorfismo balanceado na populagao .

O aumento da freqliéncia do alelo cqmlgrec requer estratégias de manejo para a sua
reducéo visto que este pode ser mantido na colbnia, pois ndo parece estar associado a

custo biolégico, de acordo com os parametros avaliados.
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Abstract

Culex quingquefasciatus may exhibit resistance to the biolarvicide Bacillus sphaericus (Bsp), when subjected to high selection pressure.
The major insecticidal factor present in most Bsp products is the binary (Bin) toxin. The TAB59 strain, in particular, has attracted atten-
tion, since it shows another toxic factor, besides the Bin toxin, and this feature is likely to decrease the risk for selecting resistance. The
aim of this study was to investigate whether it was possible o select a Cx. quingquefasciatus colony (CqRL2/TABS9) for high level resis-
tance towards Bsp strain JABS9, under laboratory conditions. Selection performed by treating groups of about 15,000 third and fourth
instar larvae from each generation with high concentrations of Bsp TABS9 yielded a 70% average pre-imaginal mortality. The CqRL2/
TAB359 colony reached a high level of resistance (=40,000-fold), afier 72 generations. This colony also displayed a high level of cross-
resistance Lo strain 2362, close to 70,000-fold, while larvae remained susceptible to Bti. Cross-resistance 1o strain 2362 was observed
before the colony had attained a high level of resistance to strain TAB59. Data from the reciprocal crosses, between individuals from
the susceptible and the resistant colonies, showed that resistance is inherited as a recessive (rait, since the LCsx of Bsp IAB59 towards
Fl larvae were similar Lo that of the susceptible parental colony. Data from this study showed that continuous selection pressure with
Bsp IABS9 can select Culex resistant populations, although the evolution of resistance is much slower, than formerly observed for the
commercial 2362 strain.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Vector control; Mosquito; Bin toxin; Cross-resistance; Inheritance; Resistance management

1. Introduction

Bacillus sphaericus (Bsp) is an aerobic bacterium which
forms spores and crystals and many of its strains show high
levels of selective action against the larvae of Culex guin-
quefasciatus Say (Diptera: Culicidae), a vector of Bancrof-
tian filanasis and arboviruses. The fact that Bsp is harmless
to non-target invertebrates and vertebrates is a characteris-
tic that is important for its use in the control of insects
(Mulla et al., 1984; Lacey and Siegel, 2000; Merritt et al.,
2005). The main toxic factor in Bsp is the protein crystal

* Cormresponding author. Fax: +55 81 34532449,
E-mail address: mhneves@epgam. fiocruz.br (M.H.N.L. Silva-Filha).

1049-96447% - sce front matter @ 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j. biocontrol 2007 04.007

produced during the sporulation phase, which contains
the binary protoxin (Bin) formed by the polypeptides BinA
(42 kDa) and BinB (51 kDa), which act in synergy (Nicolas
et al., 1993). Some strains also produce, during the vegeta-
tive phase, toxins known as Mtx, however these are broken
down by proteases and, for this reason, their contribution
for the toxicity of final sporulated cultures is considered
to be low (Charles et al., 1996). On the other hand, when
the Mtx! is produced and purified in Escherichia coli, it
shows high toxicity for dipteran larvae (Partridge and
Berry, 2002; Wei et al., 2006).

Once ingested by the larvae, the crystal dissolves in
intestinal alkaline pH (=10) and the polypeptides of 42-
and 51-kDa are cleaved by serine-proteases into active
fragments of 39- and 43-kDa, respectively (Baumann
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etal., 1985; Broadwell and Baumann, 1987). In Bsp suscep-
tible larvae, the Bin toxin binds to specific receptors in the
intestinal epithelium of larvae by the sub-unit BinB, while
the sub-unit BinA is responsible for the toxic effect on
the cells (Nielsen-LeRoux and Charles, 1992; Nicolas
et al., 1993; Charles et al., 1997). The Bin toxin receptor
in Cx. guinquefasciatus larvae, known as Cgm1, is an a-glu-
cosidase of 60-kDa attached to the intestinal epithelium by
a GPI anchor (Silva-Filha et al., 1999; Darboux et al.,
2001; Romio et al., 2006). The genes of the Bin toxin of
different strains are conserved and they are classified
according to small variations in the sequences of amino
acids as Binl (TAB59), Bin2 (2362, 1593, C3-41), Bin3
(2297) and Bind (LP-1G) (Priest et al, 1997; Humphreys
and Berry, 1998).

The main strains of Bsp used in commercially avail-
able products for vector control are 2362 and 1593. It
has been shown that continuous exposure to Bsp, both
in the field and in the laboratory, may lead to selection
for resistance (Rao et al., 1995; Silva-Filha et al., 1995;
Yuan et al., 2000; Wirth et al., 2000; Pei et al., 2002).
The principal insecticidal component of these strains is
the Bin toxin, and for this reason a strong tendency
towards cross-resistance to those is found in Culex colo-
nies (Nielsen-LeRoux et al., 2001; Yuan et al., 2003;
Silva-Filha et al., 2004). Studies have shown that the
resistance mechanism in the majority of cases studied is
related to the absence of the Cgm| receptor in the intes-
tinal epithelium of larvae, making it impossible for the
Bin toxin to recognize and act on cells (Nielsen-LeRoux
et al., 1995; Darboux et al.,, 2002; Oliveira et al., 2004;
Romio et al., 2006).

The TABS9 strain, isolated in Ghana (by de Barjac et al.,
1988), has a distinctive characteristic since it is toxic for the
larvae resistant to the 2362, 1593 and C3-41 strains. The
absence of cross-resistance is likely to be related to the pro-
duction of another toxic factor, besides the Bin toxin, and
this suggests that the risk of selection for resistance to this
strain is probably lower, compared to others strains (Pei
et al., 2002; Yuan et al., 2003). Preliminary work on selec-
tion for resistance to Bsp TAB59 of a colony of Cx. quin-
quefasciatus (CQRL2/TABS9) in Brazil has shown that,
after 12 generations, there was only a 4.1-fold alteration
in susceptibility, while this colony showed strong cross-
resistance to strains C3-41, 2362, 1593 and 2297 (Pei
etal., 2002; Yuan et al., 2003). Subsequently, when the col-
ony showed a 50-fold increase in the level of resistance in
generation F25, the Cgm! receptors were found to be
absent in the epithelium of these larvae, this being associ-
ated with the high level of cross-resistance to the Bin toxin
that was observed since generation F12 (Silva-Filha et al.,
2004). Recently, the discovery of new toxins of strain
TAB59 (G. Jones and C. Berry, personal communication)
has proved that its toxic profile is more complex than that
of the strains used commercially, thereby opening up new
possibilities for further studies. The aim of this work was
to investigate whether it was possible to select a Cx. guin-
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quefasciatus colony for high level resistance towards Bsp
strain TAB59.

2. Materials and methods
2.1. Culex quinquefasciatus colonies

Three colonies were used in this study: (1) CqSF, a sus-
ceptible colony, bred from egg rafts collected at mosquito
breeding sites in Recife and maintained in the laboratory
for more than 10 years; (2) a CqRL2/TAB59 colony, origi-
nated from the CgSF colony, selected using Bsp IAB59 in a
previous study for 18 generations, showing a 4-fold reduc-
tion in susceptibility to Bsp TAB59 (Pei et al., 2002); and (3)
a CqRLI1/2362 colony highly resistant (>100,000-fold) to
Bsp 2362, also derived from the CgSF colony and selected
under laboratory conditions (Pei et al., 2002). Larvae from
those colonies were reared on tap water and fed with cat
chow (Whiskas®). The adults were fed with a 10% sucrose
solution, and the females with blood from chickens. Larvae
and adults were maintained in the insectarium of the
Department of Entomology at the Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhies (CPqAM) under the following condi-
tions: 26+ 1 °C, 70% humidity and a photoperiod of
12:12 h (light-dark).

2.2. Bacterial strains

Lyophilized powders of Bsp (strains TAB59 and 2362)
and Bti (IPS-82) were used in the bioassays to evaluate
the susceptibility of the colony during the selection process.
The Bsp powders were provided by BIOTICOM (Recife,
Brazl), while the Bti IPS-82 standard powder was provided
by the Institut Pasteur (Paris, France). Batches of wet bio-
mass recovered from Bsp TAB59 sporulated cultures were
used in the selection procedure, while the lyophilized pow-
der was used to evaluate the susceptibility of the colony
under selection. The larvicidal activity of each Bsp TAB59
batch against the CqRL1/2362 larvae was tested, prior to
use in the selection procedures, in order to ensure that all
toxic compounds from this strain were present.

2.3. In vivo toxicity assays

Bioassays were performed to determine the susceptibil-
ity of the larvae to Bsp (strains TAB59 and 2362) and to
Bti, according to the standard method recommended by
the WHO (1985). The assays were carried out using groups
of 20 early fourth instar larvae placed in 100 mL of distilled
water in plastic cups treated with serial dilutions of the bac-
terial suspensions in water. The bioassay comprised six
concentrations, which caused 10-98% mortality, and two
or three replicates per concentration tested were used. Each
bioassay was repeated two or three times. Mortality was
recorded after 24 and 48 h, for Bti and Bsp, respectively.
A control group tested with water only was run for each
experiment. The lethal concentration for 50% of larvae
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(LCg) was determined by probit analysis (Finney, 1971)
using the program SPSS 10.0 for Windows. The resistance
ratio (RR) between the LCsy for the CqRL2/TAB59
selected colony and that for the CqSF susceptible colony,
was established to evaluate the resistance.

2.4. Selection procedure

The CqRL2/TAB39 colony was reared generation after
generation, using the individuals that survived exposure
to treatments with Bsp TAB59. Between 5000 and 23,000
third and fourth instar larvae of each generation were trea-
ted with concentrations of Bsp TAB59, which accounted for
more than 50% of cumulative pre-adult mortality. Pools of
800 larvae were treated in a recipient containing 2L of
de-chlorinated water and food was provided 24 h after
treatment. The surviving larvae were retrieved 48 h after
treatment, placed in non-treated recipients and reared to
adulthood to make up the subsequent generation.

2.5. Inheritance of resistance

Crossing experiments were done between the CqRL2/
TAB359 colony (R) and the respective susceptible counter-
part from the CqSF colony (S), following Oliveira et al.
(2004). For the reciprocal crosses, 200 virgin individuals
were used to form 50 pairs of S (female) x R (male) and
50 pairs of R (female) xS (male). The offspring of the
crosses, called Fla and F1b respectively, were assayed for
susceptibility to Bsp TAB59, according to the procedures
described in Section 2.3. A back-cross was carried out
between 50 virgin individuals R (female) and 50 from
Fla (male). The offspring of this back-cross (F2) were sub-
mitted to treatment with Bsp ITAB59 and the surviving lar-
vae from the assays were reared to adulthood to estimate
the sex ratio.

3. Results

3.1. Resistance to Bacillus sphaericus IABS59 and cross-
resistance

The selective resistance of the CqRL2/IAB59 colony to
Bsp TABS9, presented in this study, is based on a previous
selection process described by Pei et al. (2002). Selection
pressure was maintained continuously, giving rise to an
average final mortality rate between 60% and 95%, over a
total of 72 generations. The selection process was success-
ful and bioassays carried out to evaluate the susceptibility
of the colony CqRL2/TAB59 showed the evolution of resis-
tance ratio (RR), over the generations (data not shown).
After 47 generations of selection, the colony reached a level
of resistance around 19,000-fold compared to the suscepti-
ble CqSF colony and, the last evaluation of generation F72
revealed a RR of around 40,000-fold (Table 1). The evalu-
ation of the susceptibility of the CqRL2/TAB59 colony in
generation F33 showed that strong resistance to Bsp 2362

was established before the resistance to the TAB59 strain
had attained a high level. In that generation, the level of
cross-resistance of the CQRL2/TAB59 colony to the 2362
strain was around 9000-fold while the resistance level to
the TAB59 strain was around 625-fold. This result shows
that the larvae exposed to Bsp TAB59 are selected for resis-
tance to the binary toxin more rapidly than for the totality
of toxic factors present in this strain. Comparison of the
resistance levels achieved by the CqRL2/TAB59 colony in
relation to the two strains of Bsp, showed that the selection
of resistance to the IAB59 strain occurred more slowly than
in the case of the 2362 strain. In generation F47, the level of
cross-resistance remained high, at around 69,000-fold
(Table 1). On the other hand, the CqRL2/TAB59 colony
showed no alteration in susceptibility to Bti, and the
LCsq of this entomopathogen remained stable at around
0.0l mg/L, a figure similar to that found in the case of
the CgSF colony, indicating total absence of cross-resis-
tance (Table 1).

3.2, Inheritance of resistance

Individuals from the CqQRL2/TAB359 colony that showed
a high level of resistance (RR =20,000) to Bsp IAB59 in
generation F47 were used for the crosses to evaluate the
manner of inheritance. The offspring Fla and F1b resulting
from crossing the CqSF and CqRL2/TABS59 colonies were
susceptible to Bsp IAB59 and the dose-mortality lines
observed for both sets of progeny were relatively close to
that of the parental colony CqSF (Fig. 1), demonstrating
that resistance to Bsp TABS59 is a recessive inherited trait.
The LCsq of progeny Flb was similar to that of colony
CqgSF, while that of Fla was slightly greater (Table 2). A
total of 4217 fourth instar larvae from the progeny F2,
resulting from the back-cross of individuals from F1 and
the resistant parental colony CqRL2/IAB59, were treated
with Bsp TAB59. The pre-imaginal mortality was around
75% and among 1073 individuals that reached adulthood,
the sex ratio for surviving individuals was approximately
1:1, indicated that resistance is likely to be inherited as
an autosomic trait (Table 3).

4. Discussion

This is the first report of a Cx. quinguefasciatus colony
that attained a high level of resistance to Bsp strain
TAB59, under laboratory conditions. Prior selection of
the CqRL2/TAB59 colony for 12 generations showed a
resistance ratio (RR) of only 4.1-fold. Another colony
selected at the same time with this strain in China for 18
generations attained a moderate level of resistance of
46.3-fold (Pei et al., 2002). These data had suggested that
other toxic factors produced by the strain, apart from the
Bin toxin, may work against selection for resistance, how-
ever, the continuation of the selection process carried out
during this study showed the resistance of the CqRL2/
TAB39 to attain a level of 40,000-fold. The selection for
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Tabk 1
Larvicidal activity of Bacillus sphaericus (Bsp), strains IABS9 and 2362, and B. thuringiensis svar. israelensis (Bti) against Culex guinguefasciatus larvac,

from a susceptible colony (CqSF) and a Bsp IABS9-sckcted colony (CqRL2/IABS9), after 47, 65 and 72 gencrations

Colony Bsp IABS9* Bsp 2362 Bti
LCy (95% Hdwcial limits®  RR LCqo (95% fiducial limits) ~ RR LCqo (95% fiducial limits) ~ RR
CqSF 00003 (0.0002-0.0005) — 0.003 (0.002-0027) _— 0.010 (0.009-0.020) —_—
CqRLIABSY FAT 57 (3.2-8.9) 19000  208.9 (85.1-5789) 60,000 0.008 (0.005-0.010) 1.0
CQRL2IABSY F65 64 (4.8-7.6) 200 — — — —
CqRL2/IABSY FT2 119 (5.9-20.7) 40000  — — — —

* Onc milligram of Bsp IABS59 and 2362 powders yiclded around 34 and 11 pg of & vitre solubilized proteins, respectively.
* LCso: Lethal concentration (mg/L) for 50% of the individuals treated for 48 and 24 h with Bsp and Bti, respectively.
¢ RR: Resistance ratio between the LCq of the colony CgRL2/IABS9, under sclection, and that of the CgSF susceptibk colony.

CaRL208858

Larval mortaiity (%)

010t 100 100 10t 100 10¢
Cencentration (mgiL)

0 T T T
10¢ 10 10* 10°

Fig. 1. Dosc-mortality lines for Bacillus sphaericus strain IAB59 against
Culex quinguefasciaus fourth instar larvac from a susceptible (CqSF)
colony, a resistant (CqRI2/IABS9) colony and their offspring Fla (2
Sx3 Ryand FIb(2 Rx 3 S).

Tabk 2

Larvicidal activity of Bacillus sphaericus (Bsp) strain IABS9 against Culex
quinguefasciatus larvac from a susceptibke colony (CgSF), a Bsp IABS9-
sckcted colony (CqRL2/IABS9), and its respective offspring (F1)

Colony LCeo* (95% fiducial limits) RR®
CgSF 0.0003 (0.0002-0.0005) —
CqRLy/IABSY 57 (3.2-8.9) 19,000
Fla® 0.002 (0.0017-0.005) 67
Flb® 0.0003 (0.0001-0.0005) 10

* LCgp: Lethal concentration (mg/L) for 5% of the individuals treated
for 48 h.

" RR: Resistance ratio between the LCs of the CgRLAIABS9 colony
under sclection, or its progeny (F1), and that of the CgSF susceptible
parent colony.

¢ Fl: Offspring Fla (2 $x § R) and FIb(2 Rx 3 §).

Tabk 3

Sex ratio g Culex guinguef individuak from a Bacilius
sphaericus IABS9 resistant colony (CqRL2/IABS9) and from a F2 progeny
that survived to a B. sphaericus IABS9 treatment

harisel mecd,

Calony No. adults No. 2 No. 3 Sex ratio 2:4
CgRL2/IABSY 662 333 329 1.01:1.00
F2 1073 567 506 1.12:100

F2 was obtained from the hackeross between resistant females and males
from the offspring Fla (2 Sx 3 R).

resistance of colonies of the Cx. pipiens complex to Bsp
strains 2362 and C3-41, in the laboratory, showed levels
of resistance higher than 100,000-fold after periods varying

from 12 to 46 generations of continuous exposure (Wirth
et al, 2000; Pei et al, 2002). The RR exhibited by the
CqRL2/TAB59 colony to Bsp TAB359 was lower than the
levels achieved by the colonies selected with the 2362 and
C3-41 strains, which have only the Bin toxin, although
the resistance detected in this study is considered to be high
and could certainly compromise the impact of vector con-
trol measures under field conditions. Data showed that
attention should also be given to the use of Bsp TAB59
based biolarvicides, in order to avoid the selection of resis-
tant populations, even though this strain has a more com-
plex toxic profile.

Studies of the pattern of cross-resistance among biolarv-
icides are essential if strains that may be used alternately to
manage resistant populations are to be identified. There is a
pattem of cross-resistance of larvae in the case of various
commercially available strains of Bsp, as these have in
common the Bin toxin as the main insecticide component
(Wirth et al, 2000; Nielsen-LeRoux et al, 2001; Pei
et al,, 2002; Yuan et al, 2003). In spite of differences
between the amino acid sequences of the Bin toxin, it has
already been shown that, in the case of the toxins Binl
(TAB59), Bin2 (2362, 1593, C3-41) and Bin3 (2297), these
variations do not have an impact on their action either
in vivo or in vitro, as they are similar (Humphreys and
Berry, 1998; Silva-Filha et al., 2004). Consequently, the
toxic action of the Bsp TAB59 on larvae resistant to the
strains that produce Bin2 cannot be attributed to greater
toxic activity of the Binl, but to the production of other
toxic factors by the strain TAB59. In the present study, it
was observed that, when the CqQRL2/IAB59 colony exhib-
ited a moderate level of resistance to Bsp TAB59, the cross-
resistance to strain 2362 was already extremely high. These
data also indicate that the selection of resistance to the Bin
toxin occurs more rapidly than that for the totality of toxic
factors present in the IAB59 strain. How the new factors
operate is still unknown, but currently available data is
likely to indicate that there is no synergy between these
and the Bin toxin, in view of the fact that the level of tox-
icity of the TAB59 strain for susceptible Culex larvae is sim-
ilar to that observed for strains 2362 or 1593 (Charles et al.,
1996). However, this issue needs to be addressed again, as
the way the action of the Bin toxin is measured may not be
appropriate for evaluating toxins with different characteristics.
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Wei et al. (2006) have shown that the action of the
Mtx1 toxin, produced by various toxic strains of Bsp,
may cause higher cumulative pre-imaginal mortality of
Cx. quinquefasciatus than the Bin toxin, after the initial
48-h period, which is the period of time analyzed using
the standard bioassay protocol. In the present study, it
was also seen that the mortality caused by the ITAB59 strain
extended beyond the standard evaluation period (C. Oli-
veira, personal communication).

The CgRL2/TAB59 colony did not show cross-resistance
to Bti during the selection process, as observed in other
studies of Culex colonies resistant to strains 2362, 1593
and C3-41, which have been shown to be susceptible to
Bti (Nielsen-LeRoux et al., 1995; Silva-Filha et al., 1995;
Pei et al.,, 2002; Wirth et al., 2000; Yuan et al., 2003).
The toxins commonly present in the Bti crystal (Cry4A,
Cry4B, CryllA, CytlA) are different from the Bin toxin
and belong to the Cry and Cyt family of toxins (http://
www. lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/). The
receptors of the Bti toxins are probably different from those
of the Bin toxin, as for example the 65-kDa alkaline phos-
phatase recently identified as the Cry11A receptor in Aedes
aegypti larvae (Fernandez et al., 2006). The greater number
of toxins present in the Bti crystal and its action in synergy
mediated by distinct receptors are factors that explain the
absence of cross-resistance and make Bti an ideal candidate
for use in managing resistance to Bsp (Crickmore et al.,
1995; Poncet et al., 1995; Regis et al., 2001; Pérez et al.,
2005). Zahiri and Mulla (2003) have shown the effective-
ness of the use of biolarvicides based on a mixture of Bsp
and Bti, in view of the fact that no resistance was observed
after 36 generations of exposure of Cx. guinguefasciatus.
Since Bti began to be used in the field, more than 20 years
ago, there have been no reported cases of mosquito popu-
lations resistant to this entomopathogen (Beckeret al., 2003).

The resistance of Culex larvae to strain TABS59
reported in this study is a recessive inherited trait, as pre-
viously shown in the study of the resistance of other
populations to strains 2362 and C3-41 (Nielsen-LeRoux
et al., 1995, 1997, 2002; Wirth et al., 2000; Oliveira
et al., 2004). Preliminary data from evaluation of back-
crosses carried out as part of this study suggest autosom-
ic inheritance, as already observed in colonies GEO,
RLCql/C3-41 and CqRL1/2362 (Nielsen-LeRoux et al.,
1995; Oliveira et al., 2004). In other Culex populations
distinct genes linked to sex were observed and these
too may determine resistance in the case of the SPHAE,
Tunis and BP colonies (Nielsen-LeRoux et al., 1997,
2002). Despite the different genes that may be involved
in resistance to Bsp, one common finding is the recessive
character of the genetic trait, and this is a fact that facil-
itates its management considerably. In this context, the
introduction of susceptible individuals into the popula-
tion, by way of migration or non-treated refuges in the
area, would result in a reduction in the frequency of
genes for resistance. As mentioned above, the introduc-
tion, as a strategy for mosquito control using Bsp, of a

rotation system or mixture with another agent showing
a different mode of action is essential if the selection of
resistant genotypes is to be avoided. Features such as
inherited resistance and the pattern of cross-resistance
should therefore be investigated, as these are of great
importance in establishing strategies for managing and
preventing selection for resistance.
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The acdtivity of the Becillus sphaericis binary (Bin) toxin on Culer guinguefosciorus larvae depends on its
specific binding to the Cqml receptor, a midgut membrane-bound o-glucesidase. A 19-nuclestide deletion in
the cqmd gene (ol peo) mediates high-level resistance to Bin toxin. Here, resistance in nontreated and B
sphaericus-treated field populations of O guinguefasciatus was assessed throogh bicassays as well as a specific
PCR assay designed to detect the ogend gee allele in individoal larvae. Resistance ratios at ™% lethal concen-
tration, gathered through bieassays, were close to 1 and indicate that the selected populations had similar
levels of smsceptibility to B. sphaericis, comparable to that of a laboratory colony. A diagnostic PCR assay
detected the cqrml ge - allele in all populations investigated, and its frequency in two nontreated areas was (L6
amd 0,03, while the frequency in the B. sphaericus-treated population was significantly higher. Values of 0,053
amd OS5 were detected for two distinct sets of samples, and homozyzete resistant larvae were found.
Evaluation of Cgml expression in individual larvae throngh o-glocosidase assays corrohorated the allelic
frequency revealed by PCR. The data from this stody indicate that the cgendgep- allele was present at a
detectable frequency in nontreated popolations, while the higher freqmency in samples from the treated area
is, perhaps, correlated with the exposare to B. sphaericus. This is the first report of the molecular detection of
a biclarvicide resistamce allele in mosquite popalatiens, and it confirms that the PCR-based approach is

saitable to track such alleles in target popolatiens.

Bacillus sphaericus Neide is considered the most successful
microbial larvicide to date for the control of meosquito species
from the Culex pipiens (Diptera: Culicidae) complex (20, &
sphaericus biolarvicides commercially available are based on
highly toxc strains characterized by their ability to express the
binary (Bin) protoxin, a crystal protein produced in large
amounts during sporulation { 7). This heterodimer 15 formed by
the BinA (42-kDa) and BinB {51-kDa) subunits that act in
synergy to produce larvicidal activity upon Cediex larvae (3, 23).
The BinB subunit is responable for the recognition and bind-
ing of the towin to specific receptors on the midgut epithelium
surface, while BinA is primarily responsible for the toxic ef-
fects, but first the crystal has to be ingested by the larvae and
the protoxin must be processed into toxin by the midgut (7).
The Bin toxn receptor in O pipiens (Cpml) and Cuilex quin-
qugfascianis (Cgml) is a 60-kDa w-glicosidase attached to the
epithelial cell membrane by a glycosylphosphatidylinostal an-
chor (9, 30, 31). The action of the Bin toxin on Culex larvae
relies on its specific binding to those membrane-bound recep-
tors (24). Disruption of the interaction between the toxin and
the midgut 15 the major mechanism underlyng resistance, and
it has already been reported from different laboratory- or field-
selected colomies (25, 26, 27, 33). Unrclated mechanisms may
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also be imvolved in resistance, but they have not been charac-
terized =o far (25, 27).

Malecular studies revealed that mutations in the genes cpml
and e, which prevent the production of functional mem-
brane-bound receptors, are the main reasons behind the lack
of binding of the Bin toxin to the midgut epithelivm. Four
cpmmil feqml resistance alleles were found in Crler populations
of different origins. The cpmld gps allele, detected ina C. pipi-
ens laboratory-selected colony (GEOY) from California, con-
tains a nonsense mutation leading to the synthesis of a trun-
caled protein lacking the glycosylphosphatidylinesitol anchor
and is therefore not able to localize to the apical membrane of
the midgut epithelium (11, 38). A 1%-nucleotide deletion in the
gene eqml, here named cgmlipe-, wis asociated with the
resistance of a € guimguefoscianis laboratory colony (CgRLLS
2362) originating from the cty of Recife (Brazil), and this
mutation prevents the expression of Cgm1 on the midsut brush
border membranes (28, 28, 30). Two alleles were found in the
. pipiens BP population from France (2). The gpmi gp allele
had a single nucleotide mutation that prevented the expression
of a membrane-bound protein, while the cpmige-del allele
imvalves transposon-mediated resistance and codes for a mu-
tant membrane-bound protein that i= unable to interact with
the Bin toxin (10].

The clucidation of mutations conferring resistance to the
Bin toxin is essential for the development of molecular tools to
detect alleles containing such mutations in mosquito popula-
tions. The binas=ay is the most widely used method to evaluate
insect susceptibility; however, when resistance alleles are re-
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HG. 1. Culex quinquefasciatus samples were collected in three areas of Pernambuoco state, located in northeastern Brazil. Fazenda Nova s a
nontreated rural district located 180 km from the RMA; both the nontreated area of Peixinhos and the Bacilus sphaericus-treated area of Agua

Fria are located in the RMA.

cessively inherited, heterozygote larvac cannot be identified
and detection of resistant homozygotes is difficult. This is a
critical issue since the evolution of resistance in populations
subjected to selection pressure depends on the initial fre-
quency of resistance alleles. The development of diagnostic
PCR methods, or DNA-bascd kits, has opened new perspec-
tives in the molecular monitoring of resistance (14, 18, 36).
The Recife Metropolitan Area (RMA), located in the state
of Pernambuco in northeastern Brazil, has been subjected to a
vector control program to reduce C. quinquefasciatus density in
districts where ﬁlarusls is endemic (32). Among other control
s, B. o based larvicides have been used, and
one of the major concerns regarding their use as a microbial
larvicide is monitoring the susceptibility of populations under
selection. The cgmipgc allele was identified in a C. quingue-
fasciatus colony denved from the RMA (30), and it is believed
that this mutation may be present and subjected to B. sphaen-
cus selection in field populations. Here we report the develop-
ment of a diagnestic PCR approach based on the detection of
cqml gz and its use to investigate the frequency of resistance
in nontreated and treated C. quinguefasciatus populations.

MATERIALS AND METHODS

M ito lak v coloni ‘Ihmcolonmweteuudmthunndv CqSF s
aCg fasciaius colony ptible to B. icws which wes established
from ¢ egg cafts collected in districts located in tlu RMA; the CqRL1/2362 colony
was derived from the CgqSF cobony by lab lection with B sphaeri
strain 22462 and displays a high level of resistance (>100.000Jola to this ento-
mopathogen (29); Recl & an Aodes aggupdi colony enltlulnd komegnmpla
collected in the RMA. All colonies have been main tai of
the Centro de Pesquisss Aggeu Magalhdes (CPqAMJ-‘lOCRUZ). Brazil, for
more than 5 years. Larvae were reared in dechborinated tap water and fed with
cat biscuits The adults were fod on 109% sucrose solution, and females were also
fed with chicken blocd. Insects were maintained at 26 = 1°C, 70% humidity, and
aphacpmodd h of light and 12 h of darkness.

inguefascigins field populations. Three field populations from the state
of&mnmbuco(Dml), two of lbam from a nontreated area and one froma B
icus-treated area, were il igated (Fig 1). The nontreated areas were
Fazenda Nova, a rural district bocated 190 km from Recife, and Peixinhcs,
located in the RMA. The treated area of Agua Fria is located in the RMA, 3 km
away from Peixinhos, and hos been sbjected to the Filariads Control Progr
carried out by the municipality’s Department of Health (32). The vector control
subprogram inclodes the utilization, snce 203, of B. sphaericus-based larvicides
inCalabmdnugnu:mpyedmthnaummmlpidApuPnahm
ptibility to B. sp did not indicate the devel of resi (a2)
(Table 1). Samples in Peiinhos and Agua Fria consisted of egg rafts collected
usng ovipositicn traps (4) randomly placed in households within the two neigh-

TABLE 1. Toxicity of Bacillus sphaericus strain 2362 (standard powder SPHS8) against Culer quinguefasciams fourth-instar larvae from
e laboratory colony (CqSF), field popalations of Fazenda Nova (FN) and Peixinhos (PX), and a B spkaericus-treated

population of Agua Fria (AF)
et 1C.?
No. of Mo, of d hd

Colony* weatments larvae Mean (95% - Mean (95% .

confidence interval) confidence interval)
CqSF 0 2,580 0.003 (0.002-0.002) 10 0038 (0.021-0.114) 1.0
FN o 1,080 0011 (0.005-0.028) 37 0022 (0.015-0.072) 06
PX 0 1,020 0012 (0.000-0.017) 20 0025 (0.020-0.036) 06
AF o Q&) 0,008 (0.004-0.013) 27 0020 (0.015-0.036) 05
24 1,140 0,026 (0.015-0.030) 86 0044 (0.035-0.06T) 12

2 Field sampling was in December 2007 (FN), May 2007 (PX), May 2005 (AF, 13 treatments), and April 2007 (AF, 24 treatments).

pecformed i
* Lethal concentrations (mgfliter) for 50% (LCyy) or 9% (LCy) of

larvae treated after 48 h.

“RR between the LC toward the field population gtudied and the LC toward the CqSF colony.

4 Data for sampling after 13

were

btained from the work of Sikva-Filha et al. (32).
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borhoods In Fazenda Nova, large samples of egg rafts and larvae were directly
collected holn breedng sites. Between 50 and 300 egg rafts per population were
used to establish subcolonies that were main tained under lnboumy coudiﬁons
as described above. Larvae from Fl or F2 prog were
biocesays, and fourth-instar biva samples were stored at —=70°C for daqgnenc
PCR and enzymatic analysis, a6 described in the following sections
Bioassms. C. quinguefasciatus smceptibility to B sphawicis was anahzed
through bicassays usng early fourth-instar larvae, according to standard proce-
dures (41). Larvae were exposed to serial dilutions of spore crystal lyophilized
gandard powder from B. sphaenicus 2362 (SPHSS; Pasteur Institute, France), for
43 h Cups beld 20 larvae in 100 ml of bocterial suspersions in water, and three
were perf: d for the sx ions tested per bioassay. A
oonnol group, teudouwam only, was run in each experi and the bi y
was repeated at least three times The mean lethal concentrations for 0%
(LCy) and 90% (LC,,) of exposed larvoae during 48 h were estimated through
peobit analysis udng the program SPSS 10.0 for Windows, Redstance ratios
(RR) for each populati byzed were calculated by com paring their LC values
to that of the amsceptible CgSF cobny, used as a reference.
Diagnostic PCR. For DNA isolition, individual fourth-ingtar larvae were ho-
mogenized in DNAzol (Iovitrogen, Carkbad, CA) o recommended by the
uf followed by precipitation with ethanol and resuspensica in Tris-
EDTA buffer. PCR was performed wsing specific primers fanking the 19-nucle-
ctide deletion in the cgml gp lllele (5" primer, Cpq2F, 5' -CCAGAATTCATG
CAG GAC TTC AAA GAG-3'; ¥ primer, CpqlR, 5.GCA CTG CAG GGA
AGT GGT GGA AGG TAC-3') The reactions were carried out with the
Plati Tag DNA p b for 35 cyches with an annealing
temperature of $$°C usu@ a Buometu thermocycler (Goettingen, Germany).
Amplification products were sep din el horeds on 2.5% agarcse gels
Each sesay included no-DNA saumples and 4. uppm DNA as nepnw coatrols
Selected PCR p were subjected to q to confirm the
identity of tlie

The statistical analyds to the p ions of
ogm] gy found in p fiekd populations was perfamed tbrough the chl-cqum test
with dgnificance at 5%, using the program R-2.6.2 (www.r-project.ccg).
-Glucesidase (EC 32.120) assays. The a-glucoddse assay wos p
jall described ioud (3]) Indnidual larvae were homogenized in

£ 4

y &5
phoq)hmbulvred aline baffer and solubilized in sodum dedecyl mlbwpob
acrylamide sample baffer, bxcking 2 proethanol, followed by ek
ason §% acrylamide gek. The gels were then incubated three times for 15 min
in a 2.5% Triton X-100 agueows solution, followed by incubation for 20 min at
37C with a 100 mM sodium ci umpho-plme buffer, pH 6.5, containing 2 mM
4.methylumbelliferyla-o-gl de (Sigma, St. Louis, MO), under gentle aguu—
tion. Caml)tu: bands, includi ng the Cgml e-glucosd plor, were ¥
under UV light. Samples of 150 to 500 larvae from each population were ana-
lyzed,

RESULTS

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

The identification of the cgmigpee variation provided the
tools for the development of an approach to monitor the se-

AMORIM, L.B.

500

E

200

e

FIG. 2. DNA fragments amplified from the Culex guinguefasciars
cgml and coml pp- alleles of susce ptible and Bacillus sphaericus-resis-
tant larvae, respectively. The diagnostic PCR produces distinct profiles
for susceptible homozygote, resistant homozygote, and susceptible het-
erozygote larvae (lanes 1, 2, and 3, :espeaively). No fragments were
amplified from the samples with Aedes o i DNA or without DNA
(lanes 4 and §, , respectively). On the left, molecular size (M) markers
are shown in base pairs.

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

A second approach to evaluate the susceptibility of individ-
val C. quinguefasciatus larvac to B. sphaencus was performed
using an in-gel c-glucosidase assay. Susceptible larvae from the
CqSF colony showed a reproducible profile of four catalytic
bands, and the Cqm1 a-glucosidase migrated with an apparent
molecular mass of 83 kDa, under semidenaturing conditions
(Fig. 3, S). Resistant larvac from the CqRL1/2362 colony,
which are homozygotes for the cgmi gee allele, were charac-
terized by the lack of the catalytic band corresponding to Cgm1
(Fig. 3, R). Analysis of individual larva samples, using different
body parts for both PCR and «-glucosidase assays, confirmed
the correlation between genotype and phenotype (data not
shown).

Both the PCR and the a-glucosidase assays were then used
to investigate individual larvac from the populations tested
with the bioassays. Using PCR, the cqml g resistance allele
was detected in samples from all field populations analyzed. In
Fazenda Nova, an area without a previous history of B. spha-
ericus utilization, three larvac out of 504 analyzed were het-
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FG. 3. Analysis of e-gluccsid ases from susceptible (S) and Becillus
Sphaericus-resistant (R) Culer quinguefasciaius larvae. In-gel assays
were performed using crude extracts from individual larvae. Samples
were separated by 8% semidenaturing sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide gel electrophoresis and submitted to enzymatic detection.
Catalytic bands were visualized under a UV transilluminator, and the
arrow indicates the 83-kDa band corresponding to the Cqm1 a-gluco-
sidase.

crozygotes for cqmil pee and its frequency was 0.0029 (Table
2). The frequency in the nontreated population of Peixinhos
was 0.0061 based on the detection of six heterozygote individ-
uals among 492 larvae analyzed. This frequency, although not
significantly different from that observed in the Fazenda Nova
sample, showed a twofold increase (Table 2). All larvae tested
from the two nontreated populations displayed expresson of
Cgm], as observed by the in-gel a-gluccsidase assay, and this
finding was in agreement with the PCR screening data with no
homozygotes for the eqgml g - allele (Table 2).

Screening of the treated arca from Agua Fria revealed a
different scenario, and the cqmi ge - frequency was significantly
higher than those found in nontreated populations. In samples
collected after 13 treatments with B. sphaenicus, the frequency
was 0,053, and within 499 larvae tested both heterozygote and
homozygote larvae for cgmi gec were found (Table 2). After
24 treatments, 16 heterozygotes and one homozygote larva for
this allele were detected within 162 individuals and the fre-
quency remained high (Table 2). Sequencing of selected frag-
ments of both szes confirmed their identity and assured us of
the reliability of the PCR assay. With respect to the Cqml
expression, larvae lacking expression of Cgm1 were detected in
both evaluations performed and confirmed the presence of
resistant larvae in that population, as indicated by the allelic
frequency (Table 2).
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DISCUSSION

The detection of the egmilpge allele within C. quinguefas-
ciams populations from the state of Pernambuco, Brazil, con-
stitutes the first report of an allele confernng resistance to
biolarvicides in mosquito field populations, assessed through a
DNA screening procedure. This assay showed that the same
resistance-inducing allele is present in populations without a
previous history of B. sphaericus exposure, Fazenda Nova and
Peixinhos, although at this stage it is possible that the
slightly higher egmIg,.. frequency detected in Peixinhos
could result from indirect exposure to B. sphaericus, favored
by the proximity with the treated arca of Agua Fria. The
PCR-based approach also demonstrated that the frequency
of the cgmipge allele in the treated arca of Agua Fria was
higher than that in the nontreated populations. This was fur-
ther corroborated by the presence in Agua Fria of individual
resistant larvae, homozygotes for the cgmil gec allele and not
expressing the Cgm1 e-glucesidade.

Resistance genes of lepidopteran and coleopteran popula-
tions exposed to Bacillus thuringiensis spraying or to Bi-trans-
genic crops have been investigated, and the frequency ranges
from 107° to 107" (1, 2, 5, 6, 14, 16, 19, 35, 36). Global
monitonng data on resistance have shown that the frequency
of resistance alleles has not increased in pest insects from Bt
cropareas, and it is likely that the high-dose refuge strategy has
contributed to delaying resistance (21, 34). Most studies used
the F2 screen to estimate the frequency of resistance alleles,
which is a method based on the bioassay of F2 nconates ob-
tained from isofemale lincages. Recently the first DNA screen-
ing for mutants of the cadherin gene associated with Bt cotton
resistance of the pink bollworm Pectinophora gossypiela (Lep-
idoptera: Gelechiidac) was performed, but those alleles were
not present in a sample of 5,571 insccts from Arizona (36). A
similar screening of a retrotrarsposon insertion in the cadherin
gene (HevCalP) associated with B. thuringiensis resistance of
the lepidopteran Heliothis virescens did not detect this insertion
among 7,000 individuals, and its frequency was estimated to be
7 % 1075 (13, 14). The ogmi g, allele analyzed in this study
was successfully detected through PCR screening in a C. quin-
quefasciatus population without a record of B. sphaericus ex-
posure and geographically isolated from those populations that
have been exposed, with a frequency of 3 X 107>, This finding
is in agreement with the previous evidence that genes for
resistance to bacterial toxins can be present at detectable fre-
quencies in nontreated populations (12). For imstance, the

TABLE 2. Frequencies of cgml/cgmi gy, alleles and expression of the Cqml receptor in Culex Quinguefasciarus larvae from nontreated
populations of Fazenda Nova (FN) and Peixinhcs (PX) and the Bacillus sphaericus-treated population of Agua Fria (AF)®

No. of larvae with cgmJ genotype

No. of larvae and Cqml

Colony No.of apenl g expresson status
Total cqenl fogm] cgmlfogend e agml ppciogml g . Total Positive Negative
FN 0 S0 01 3 0 0.0029 507 07 0
PX a 492 436 6 0 0.0061 374 374 0
AF 13 49 452 4 3 0.053 325 323 2
24 162 145 16 1 0.055 162 161 1

? Genotypes for the cgml gene and the Cqml expresson profile were determined by diagnostic PCR and in-gel a-glocosidase assays, respectively.
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frequency of an allele conferring resistance to Bt poplars in
Chrysomela remulae (Coleoptera: Chrysomelidae) populations
that have been not exposed to widespread use of B theringien-
six ranged from 0.011 to Q0037 (15, 37). A recent work also
detected mutations associated with malathion resistance in
specimens of the fiy Lucilie cupwing (Diptera: Calliphoridae),
collected between 1930 and 1949, before the mtroduction of
this insecticide in 1930 (17). The cqmi ge- frequencies in Agua
Fria samples collected after 13 and 24 treatments were similar,
despite additional treatments performed on the second sample
and the fact that the bioassay data showved that the RR values
at LT, shifted from 2.7 to 8.4 between the two samples. In this
particular case, the BE values do not seem to ensure the
increase of selection pressure or indicate resistance, since a
previous study of Agua Fria has shown similar variations in this
parameter (2.7, 7.3, and 4.7), despite the progressively higher
numbers of treatments performed (32). Itis then possible that
the sclecton pressure has not actually ncreased during the
interval between the collection of the 13- and 24-treatment
samples, perhaps due to other factors which can also influence
the efficiency of this process, such as the coverage of treatment
cycles, updating of new breeding sites, mosquito density, and
climatic and other environmental factors. Mevertheless, our
approach was not designed to directly evaluate the effect of B
sphaericis treatment upon the frequency of the eqml pec al-
lele, since samples of the Agua Fria population before and
after treatment were not available. At this stage it is not pos-
sthle to infer if the higher frequency observed for the comipee
allele in the treated population is a response to treatment or a
reflection of natural variations between different mosquito
populations.

Mowvel approaches are needed to provide information for the
management of regstance to bacterial tosans, The knowledge
of the initial frequency of resistance alleles in field populations,
particularly for those that are inherited recessively, is essential
to establish strategics to delay resistance (14, 26, 37). In such
cases, heterozygous individuals that emerge gradually in the
population under selection cannot be identified by bioassays
and resistance allele frequency can increase without being de-
tected, Bioassays are further limited in that they demand large
sample size and maintenance of F1 ar F2 progenies in the
laboratory and assays should be performed under specific con-
ditions to provide reliable data. In the context of Culex resis-
tance to B sphaericus, the improvement in DNA screening is
needed to track other resistance alleles already described (10,
11}, nce the PCR used in the study is specific for the comipee
allele. The a-ghicosidade in-gel assay can also be useful to
detect individuals not expressing Cqml whose resistance can
be associated with alleles other than cgeel g, although this
assay 1s able to detect only homorygous resistant larvae. Both
methodologies, despite some imitations, proved to be suitable
to screen for B sphaenicus resistance, and its association with
diagnestic bioassays can increase the ability to detect the fre-
quency of resistant individuals.

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

AMORIM, L.B.
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partcularly focusing on the frequency of resistance alleles, 1s
essential, and this study demonstrates the effectivencss of mo-
lecular tools to determine such frequency in Culfex natural
populations,
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RESUMO

O principal fator inseticida do Bacillus sphaericus (Bs) é a toxina Bin, que reconhece e liga-se
especificamente aos receptores Cqm1 presentes no epitélio das larvas. A resisténcia de Culex
quinquefasciatus a toxina Bin é devido a auséncia do receptor Cqm1, conferida pelo alelo de
resisténcia cqmlgec em homozigose, sendo este carater herdado de forma recessiva, o que
favorece o seu manejo. O objetivo do estudo foi analisar a recuperacdo da susceptibilidade de
uma colonia de C. quinquefasciatus resistente ao Bs IAB59 (R-1AB59) a partir da introdugéo
de individuos susceptiveis na proporgdo de 1:1, e da manutencdo da progénie sem presséo de
selecdo em laboratério. O desempenho da coldnia R-IAB59 em relagdo a fecundidade,
fertilidade e peso de pupas foi similar a parental susceptivel (S) sugerindo que a resisténcia
parece ndo acarretar um custo bioldgico. Amostras de larvas das col6nias parentais e das
progénies (F1, F3, F5, F7, F9 e F11) foram avaliadas pela susceptibilidade in vivo, freqiiéncia
de expressdo do receptor Cqml e do alelo cqmlgec. Os bioensaios de maltiplas concentracdes
mostram que houve uma reducgéo significativa da razdo de resisténcia na geragdo F1, quando
comparada com a colonia R-1AB59, em termos de CLso, enquanto que os valores da CLgg
mostraram uma queda mais discreta. A freqiéncia de individuos S e R, avaliada pelo
bioensaio de dose diagndstica e expressdo da a-glicosidase Cgm1, para larvas individuais,
variou entre 45 e 55% nas progénies. A freqiiéncia do alelo cqm1gec nas colbnias parentais S
e R foi 0,006 e 0,995, respectivamente e manteve-se elevada, entre 0,64 e 0,80, nas progénies,
indicando que, apesar da queda do nivel de resisténcia, esta freqliéncia ainda permaneceu
elevada, mesmo com auséncia de pressdo de selecdo durante onze geragdes. Os dados também

apontam que o alelo cqgmlgec ndo estaria associado a um importante custo bioldgico.

Palavras-chave: Culex quinquefasciatus, Bacillus sphaericus, resisténcia, manejo de
resisténcia.
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1. Introducéo

Bacillus sphaericus (Bs) é um importante entomopatdgeno de espécies do complexo
Culex e é utilizado em programas de controle de vetores em diversos paises, inclusive no
Brasil. O principal fator toxico do Bs € o cristal protéico produzido durante a fase de
esporulacdo que contém uma protoxina formada por dois polipeptideos de 42- (BinA) e 51-
(BinB) kDa, que agem em sinergia e, por esta razdo, a protoxina € denominada binaria (Bin)
(Nicolas et al., 1993). Apds a ingestdo pelas larvas, o cristal é solubilizado em pH intestinal
alcalino (= 10) e os polipeptidios BinA e BinB s&o clivados por serina-proteases para atingir a
forma de fragmentos ativos de 43- e 39- kDa, respectivamente (Baumann et al., 1985;
Broadwell & Baumann, 1987). Em larvas de C. quinquefasciatus a toxina Bin liga-se a um
receptor especifico, denominado “Cgml”, que é uma a-glicosidase de 60 kDa ligada a
membrana celular do epitélio intestinal das larvas por uma ancora do tipo de glicosil-
fosfatidilinositol (GPI) (Nielsen-LeRoux & Charles, 1992; Silva-Filha et al., 1997; Romé&o et
al., 2006).

Apesar da eficacia e do modo seletivo de acéo do Bs, foi demonstrado que populagdes
de Culex podem desenvolver resisténcia a este agente, quando submetidas & pressédo de
selecdo (Rao et al., 1995; Silva-Filha et al., 1995; Yuan et al., 2000; Wirth et al., 2000; Pei et
al., 2002). Recentemente foi selecionada em nosso laboratério uma coldnia de C.
quinquefasciatus (R-IAB59) com uma razéo de resisténcia da ordem de = 40.000 vezes ao Bs
cepa IAB59 (Amorim et al., 2007). Nesta coldnia, a resisténcia a toxina Bin é devido a
auséncia da a-glicosidase Cgml, e este mecanismo € causado por uma delecdo de 19
nucleotideos no gene cqml (alelo cqmlgrec) que impede a expressdo do receptor Cqml na
superficie do epitélio, quando presente em homozigose (Chalegre et al., 2009).

Um dos aspectos mais importantes no estudo da resisténcia é a avaliagdo de fatores
que podem ter um papel na reversdo da resisténcia. Um destes fatores é a introducéo de
individuos susceptiveis (S) na populacdo resistente, visto que a heranca da resisténcia ao Bs é
herdada como um cardter recessivo. Neste trabalho, a proposta é analisar o processo de
recuperagdo da susceptibilidade de uma colbnia de C. quinquefasciatus, resistente ao Bs
IAB59 propiciado pela introducdo de individuos susceptiveis na colnia que foi mantida sob
condicBes de laboratorio sem pressdo de selecdo. A susceptibilidade foi avaliada através de
diferentes métodos para o monitoramento. O primeiro método foram os bioensaios de
susceptibilidade in vivo das larvas ao Bs para estabelecer as doses letais para 50 (CLso) e 90%
(CLgo) das larvas. Como a resisténcia da colénia R-IAB59 a toxina Bin é conferida pelo alelo

cgmlgrec, sera possivel avaliar a resisténcia através de ferramentas moleculares que foram
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desenvolvidas recentemente por nossa equipe (Chalegre et al., 2009). Uma delas é o ensaio
bioquimico que permite avaliar se os individuos analisados expressam a a-glicosidase Cqm1,
que é o receptor da toxina Bin e, a segunda é um método de PCR-especifico para determinar a
frequéncia do alelo cqmlgec € 0 gendtipo dos individuos (Chalegre et al., 2009; Roméo et al.,
2006).

Alguns trabalhos mostraram que a evolugdo da resisténcia dos insetos aos inseticidas
pode ser influenciada pelo custo biolégico, o qual esta freqlientemente associado aos genes de
resisténcia na auséncia da presséo de selegdo (Roush & Plapp, 1982; Rodcharoen & Mulla,
1997; Berticat et al., 2002; Oliveira et al., 2003; Agnew et al., 2004; Bourguet et al., 2004).
Por isso, a primeira etapa do trabalho foi avaliar se a resisténcia da colonia R-IAB59 estaria
associada a um custo bioldgico. Para tal, pardmetros como fecundidade, fertilidade e estado
nutricional das pupas foram avaliados entre as col6nias susceptivel (S) e R-1AB59, a fim de
avaliar se a presenca dos genes de resisténcia na colnia acarreta ou ndo na diminuigdo do
desempenho bioldgico. Ap6s o cruzamento de larvas resistentes e suscetiveis ao Bs na
propor¢do de 1:1, a suscetibilidade da progénie serd mantida na auséncia de pressédo de
selecdo avaliada ao longo de onze geracbes e o seu perfil de susceptibilidade ao Bs serd

avaliada através de bioensaios in vivo e ferramentas moleculares.

2. Material e métodos

2.1 Coldnias de insetos

Neste estudo foram utilizadas trés colonias de Culex quinquefasciatus e uma de Aedes
aegypti. As coldnias de C. quinquefasciatus sdo a susceptivel ao Bs (S), a resistente ao Bs
IAB59 selecionada em laboratdrio com razao de resisténcia de = 40.000 vezes (Amorim et al.,
2007). A colénia IAB59-Rev, que foi formada a partir do cruzamento de 1.260 individuos das
parentais S e R-IAB59. A coldnia foi mantida sob condi¢bes de laboratério durante onze
geracOes para a avaliacdo. Uma coldnia de A. aegypti (RecL), foi usada para obter amostras
de DNA utilizadas como controle negativo na reacdo de PCR usada para detecgdo dos alelos
cgml e cqmlgec descrita no item 2.5.

Todas as coldnias foram mantidas no insetario do Departamento de Entomologia do
CPgAM sob as seguintes condigdes: temperatura de 26 + 1 °C e fotoperiodo de 12:12 h
(luz:escuro). As formas pré-imaginais, larvas e pupas, foram mantidas em recipientes com

agua declorada e alimentadas com ragdo para gatos. Os adultos foram alimentados com uma
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solucdo de sacarose a 10% e as fémeas fizeram o repasto sangliineo em galinhas (Gallus

gallus).

2.2 Avaliacao de parametros biol6gicos

Os parametros analisados foram: fecundidade a partir do nimero médio de ovos por
jangada e, a fertilidade pelo niamero médio de larvas de 1° estadio que eclodiram das
jangadas, além do estado nutricional das pupas. Apenas as geracfes parentais foram
analisadas em relacdo a estes parametros. As diferengas entre as médias foram determinadas

pelo teste T com P= 0,05, usando o software M. S. Excel.

2.3 Larvicidas a base do Bs

Para avaliacdo da susceptibilidade in vivo das larvas feita neste trabalho, foram
utilizados larvicidas a base do Bs cepas IAB59 e 2362, produzidos e gentilmente cedidos pelo
Bioticom/Nectar-UFPE (Recife, Brasil). Antes do seu uso, cada lote fornecido foi testado para
avaliar sua atividade téxica para a col6nia susceptivel de referéncia (S), segundo o protocolo
estabelecido pela WHO (1985).

2.4 Bioensaios de multiplas concentracdes (BMC)

Os BMC foram realizados segundo o protocolo estabelecido pela WHO/Institut
Pasteur (1985). Grupos de 20 larvas do 4° estadio foram expostos, em recipientes plasticos
com 100 ml de &gua destilada, sendo testadas 2 replicatas de seis diferentes concentra¢des que
provocaram mortalidade entre 20 e 100%, além do grupo controle ndo tratado. O registro da
mortalidade obtida nos testes foi feito apds 48 horas de exposi¢do das larvas. Cada bioensaio
foi repetido 2 ou 3 vezes e, a CLsg e CLgo, ap0s 48 horas, foram determinadas pela analise de
prébites (Finney, 1971) usando o programa SPSS 8.0 para Windows. A razdo de resisténcia
(RR) foi obtida a partir razdo entre a CL da coldnia investigada e a CL da coldnia susceptivel
de referéncia. A susceptibilidade das larvas das colonias parentais (S e R-IAB59) e das
progénies (F1- F3- F5- F7 e F9) ao Bs cepa IAB59 e 2362 foi avaliada por este ensaio.
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2.5 Bioensaio de dose diagndstica (BDD)

Os BDD foram realizados utilizando placas com 24 orificios, cada um contendo uma
larva de 4° estadio do C. quinquefasciatus em 2 mL de 4gua tratada com uma concentrago
diagndstica (125 mg/L) do Bs cepa 2362. Esta concentracédo é cerca de 1.000 vezes superior a
CLgo desta biomassa para larvas da coldnia S. A leitura da mortalidade foi analisada apds 48
h, sendo estabelecida a frequéncia de larvas sobreviventes. No ensaio, o grupo tratado foi
constituido de 200 larvas individuais além do grupo controle com 24 larvas ndo tratadas e, 0

ensaio foi repetido trés vezes para cada colonia analisada.

2.6 Expresséo do receptor a-glicosidase Cgm1 em larvas

A avaliagdo da expressdo da a-glicosidase Cqml, receptor da toxina Bin codificado
pelo gene cqml, foi realizada através de ensaios enzimaticos in gel, como descrito
previamente (Romao et al., 2006), utilizando amostras dos mesmos individuos analisados pela

PCR especifica. Neste ensaio a amostra de cada larva foi constituida do térax e abdémen.

2.7 PCR alelo especifica

O DNA gendmico de larvas do 4° estadio foi extraido individualmente da cabeca de
larvas utilizando o reagente DNAzol® (Invitrogen), segundo instrug¢des do fabricante, seguido
pela precipitacdo com etanol e recuperacdo em recuperado em 50 ul TE® (Invitrogen). As
reacOes de PCR, foram realizadas segundo Chalegre et al. (2009). Nos ensaios, o controle
positivo foram reagBes feitas com amostras de DNA molde de larvas susceptiveis e resistentes
a partir das quais foram amplificados fragmentos de 208 e 189 pares base, respectivamente.
Os controles negativos foram uma amostra com o0 DNA molde do A. aegypti, a partir do qual

ndo é possivel a amplificacdo deste fragmento génico, e uma amostra sem conter DNA molde.

3. Resultados

3.1 Desempenho biol6gico

Os resultados obtidos mostram quanto & fecundidade, foi observada uma redugéo
discreta na coldnia resistente, com nimero médio de ovos por jangada de 166,5 para col6nia
R-IAB59 comparada com 170,8 para a col6nia S, a partir da avaliagdo de uma amostra de 44
jangadas obtidas de cada colonia analisada, sem diferenca estatistica (teste T, P = 0,49)

(Tabela 1). O parametro de fertilidade, representado pelo nimero médio de larvas de 1°
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estddio que eclodiram a partir das jangadas analisadas, foi semelhante nas colonias S e R-
IAB59 (teste T, P = 0,79). Entre as col6nias, foi registrada uma média de cerca de 160 larvas
do 1° estddio obtida por jangada (Tabela 1). O peso médio das pupas foi similar entre as
colbnias S e R-1AB59, sendo detectada uma média de 0,044 g para pools de 25 pupas machos
(teste T, P = 0,16) e 0,07 g para pools de 25 pupas fémeas (teste T, P = 0,3), que séo
morfologicamente maiores do que os machos (Tabela 1). Devido & auséncia de diferencas de
desempenho entre as colbnias parentais, as progénies da colonia 1AB59-Rev ndo foram
analisadas em relacéo a este pardmetro. Esta avaliagdo mostra que, em relagéo aos parametros
analisados, os individuos da colonia R-IAB59 possuem um desempenho similar aos

individuos susceptiveis.

3.2 Susceptibilidade ao Bs cepa IAB59

A avaliacéo foi feita para determinar a susceptibilidade das coldnias & cepa IAB59. A
colbnia parental susceptivel (S) apresentou uma concentracéo letal para 50% das larvas (CLsp)
de 0,0018 mg/L (Tabela 2). A avaliagdo da colonia parental resistente (R-IAB59) mostrou um
elevado nivel de resisténcia com CLso = 27,6 mg/L e razdo de resisténcia (RR) foi 15.372
(Tabela 2). A CLs inicialmente observada na geragdo F1 (0,372 mg/L) mostrou uma grande
reducdo e o valor de RR foi 206,7, cerca de 70 vezes inferior @ RR da coldnia parental
resistente (Tabela 2). A coldnia foi mantida até a geracdo F11 e, as andlises feitas nas
progénies F3, F5, F7 e F9 mostraram valores varidveis de CLsy que se mantiveram em um
patamar baixo (Tabela 2). A andlise da CLgo mostrou uma diferenca de comportamento em
relacdo & CLso, pois a reducdo em relacdo & ClLgg da parental resistente foi discreta e um
elevado nivel de RR foi mantido em todas as geragdes (Tabela 2). Em alguns casos a curva de
dose-mortalidade obtida ndo foi adequada para a determinacdo da CLgo pelo programa SPSS
8.0 e, o valor foi indicado a partir da observacdo direta dos dados da curva. Isto ocorreu
devido a composi¢do heterogénea de individuos susceptiveis e resistentes nas progénies,

como serd demonstrado na analise realizada no item 8.3.

3.3 Susceptibilidade ao Bs cepa 2362

As colonias S e R-IAB59 foram avaliadas em relagéo a sua susceptibilidade ao Bs
2362, que apresenta apenas a toxina Bin como fator toxico e, portanto um elevado nivel de
resisténcia cruzada com a cepa IAB59. A col6nia parental S apresentou uma CLso de 0,032
mg/L (Tabela 3), enquanto que a coldnia R-IAB59 apresenta um alto nivel de resisténcia a

toxina Bin com uma CLso de 280,9 mg/L e RR de 8.778 (Tabela 3). Na primeira progénie
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analisada, a F3, houve uma queda da CLsp e a RR foi de 74,3. Nas geracOes subseqtientes (F5,
F7 e F9) a RR mostrou uma reducdo progressiva (Tabela 3). A analise mostrou diminuicéo da
CLgo, entretanto os valores elevados de RR ainda foram mantido ao longo das geracOes
(Tabela 3).

3.4 Frequéncia de individuos resistentes atraves bioensaio de dose diagnostica

A coldnia parental S foi avaliada e, na amostra de 1.824 larvas, 99,7% dos individuos
analisados mostram fen6tipo susceptivel e apenas um individuo sobrevivente foi detectado
(Tabela 4). A colbnia parental R-IAB59 apresentou 96% individuos resistentes em uma
amostra de 576 larvas (Tabela 4). Diferentemente das col6nias parentais, a anélise das
progénies da coldnia IAB59-Rev mostrou valores variaveis entre 45-55% de individuos
susceptiveis e resistentes em amostras de cerca de 600 larvas de cada progénie analisada
(Tabela 4). Cada geracdo mostrou estar constituida de individuos susceptiveis e resistentes
aproximadamente, na razdo de 1:1, e esta composi¢cdo, apesar de algumas variagdes

observadas, manteve-se estavel até a F11 (Tabela 4).

3.5 Frequiéncia expressdo da a-glicosidase Cqm1l
As larvas susceptiveis mostraram um perfil reprodutivel de quatro bandas cataliticas,

dentre elas a a-glicosidase Cqgm1 que migra com peso aparente de 83 kDa, sob condicGes
semi-desnaturantes (Roméo et al., 2006). Larvas resistentes & toxina Bin, que portam o alelo
cgmlgec em homozigose apresentaram um perfil similar ao de larvas sensiveis, exceto pela
auséncia da banda catalitica correspondente a a-glicosidase Cqgml. A anélise da colbnia S
mostrou que a totalidade de uma amostra de 374 individuos apresentou a a-glicosidase Cqm1,
contra a maioria de larvas com perfil resistente, na colénia R-IAB59. Nesta foram avaliados
287 individuos e a freqliéncia do receptor foi de 0,03, pois apenas nove larvas apresentaram a
expressdo da oa-glicosidase Cgml sendo as demais caracterizadas pela auséncia da a-
glicosidase Cqm1 (Tabela 4). A frequéncia de larvas que expressam a a-glicosidase Cqm1 nas
progénies analisadas nas geracOes F1, F5, F7, F9 e F11 variou entre 0,42 e 0,58 nas amostras
de cerca de 150 individuos analisados por geracdo (Tabela 4). Na progénie F3, a freqiiéncia
foi diferente das demais analises, sendo a frequéncia do Cgml mais baixa, cerca de 0,3
(Tabela 4).
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3.4.3 Frequiéncia dos alelos cgml e cqmlgec

Na colonia S, seis larvas apresentam o alelo cgml em heterozigose, dentre 486
individuos, demonstrando a baixa freqliéncia do alelo cqmlgec (0,0061) (Tabela 4). Na
colénia R-IAB59 foram avaliados 106 individuos, com 105 homozigotos para o alelo cqmlgrec
e apenas um heterozigoto, sendo a freqiiéncia do alelo cqmlgec de 0,995 (Tabela 4). Os
genodtipos nas progénies analisadas, representara cerca de 42-58% dos individuos susceptiveis
de cada geracdo, sendo composta por homozigotos e a maior parte de heterozigotos (Tabela
4). A progénie F3 apresentou resultados em acordo com aqueles observados na expressao do
receptor Cgm1, embora as freqliéncias observadas nesta geracéo tenham sido diferentes das
demais (Tabela 4). Os dados desta analise do genotipo para o locus do gene cqml corroboram
os dados dos bioensaios diagnosticos e a frequéncia da a-glicosidase Cgm1, e mostram que a
frequéncia de larvas resistentes é mantida entre 45-55% nas progénies. A frequéncia do alelo

cgmlgec, que variou entre 0,65 e 0,83 e mantive-se elevada até a progénie F11 (Tabela 4).

4. Discussao

A resisténcia a inseticidas pode estar associada a um custo no desempenho bioldgico,
porém, no presente estudo, a colénia R-IAB59 ndo mostrou reducéo significativa comparada a
colbnia susceptivel (S), em relacdo aos pardmetros de fecundidade, fertilidade e estado
nutricional das pupas. Oliveira et al. (2003) também ndo observaram diferencas na
fecundidade e fertilidade dos individuos da coldnia de C. quinquefasciatus resistente ao Bs
cepa 2362, em relacéo a coldnia S. Porém, Rodcharoen & Mulla (1997) mostraram que houve
uma reducdo significativa do nimero médio ovos por jangada e da taxa de eclosdo de larvas
em uma coldnia de C. quinquefasciatus resistente ao Bs cepa 2362. O peso médio de pupas
foi avaliado para inferir o estado nutricional do inseto e, neste estudo mais uma vez nao foram
encontradas diferengas significativas entre as colonias S e R-IAB59. Por outro lado, este
pardmetro pode ser bastante afetado como no caso de uma colénia do lepidoptero
Trichoplusia ni resistente ao B. thuringiensis (Bt) que apresentou uma diminuicdo de 20 e
50%, respectivamente, do peso médio de pupas e larvas de primeiro estaddio (Janmaat &
Myers, 2003). Embora o custo bioldgico da resisténcia de Culex a toxina Bin ndo tenha sido
exaustivamente avaliado neste trabalho, o conjunto de dados obtidos apontam que,
comparando com outros relatos, a colonia resistente sob estudo ndo apresenta uma redugéo
evidente do seu desempenho e, como conseqliéncia, tem sido mantida sob em laboratério ha

diversos anos (Amorim et al., 2007).
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Na segunda etapa deste estudo a avaliagdo recuperacdo da susceptibilidade da colonia
R-IAB59 mostrou que, apds a introducéo de individuos susceptiveis, a CLso da cepa IAB59
para a progénie diminuiu e houve uma reducéo do nivel de resisténcia, que se manteve ao
longo das geragdes. A CLg sofreu uma reducéo discreta em relagdo a coldnia parental e a RR
manteve-se elevada, indicando a presenca de grande niumero de larvas resistentes, confirmada
posteriormente pelos outros métodos. A susceptibilidade a cepa 2362 apresentou um
comportamento semelhante, havendo uma reducdo importante da CLsp, porém discreta da
CLgo. A CLgo foi um pardmetro que mostrou com maior fidelidade o fen6tipo das progénies,
visto que o seu valor elevado apontou que havia um grande contingente de larvas resistentes
nas progénies. A importante reducéo da CLs € devido a presenca de cerca de 45-55% de
larvas susceptiveis nas progénie, gragas & heranca recessiva da resisténcia ao Bs IAB59 e
2362 (Amorim et al., 2007; Oliveira et al., 2004).

A avaliacdo da resisténcia através dos valores de CLsy € CLgo mostrou limitagdes e,
por esta razdo, foram realizados bioensaios diagnosticos. Estes determinaram que a freqliéncia
de individuos susceptiveis e resistentes na progénie da col6nia IAB59-Rev mostrou valores
varigveis entre 45-55% em todas as geracOes e auxiliou a interpretacdo dos valores das CLs.
Os dados desta analise tambeém confirmaram que os individuos heterozigotos séo susceptiveis
a toxina Bin e a resisténcia é recessiva, conforme demonstrado em estudos prévios (Amorim
et al., 2007). A utilizacdo deste ensaio para determinar a frequéncia de individuos resistentes é
de grande importancia, pois este é o principal fator que determina a evolugdo da resisténcia
numa populacdo de insetos (Génissel et al., 2003; Tabashnik et al., 2000; Wenes et al., 2006).
Entretanto, é importante salientar que nos bioensaios de dose diagndstica é dificil estimar a
freqiéncia de alelos de resisténcia recessivos, pois esta € muito baixa e, além disso, ndo €
possivel detectar heterozigotos para o alelo de resisténcia por este método.

Outra ferramenta diagnéstica, 0 ensaio enzimatico que detecta a expressdo da o-
glicosidase Cgml, mostrou uma correlacdo direta com a frequéncia de individuos S e R
obtidas nos ensaios in vivo de dose diagnostica, com valores entre 45 e 55%. Os dados
mostram que a expressdo do receptor Cqml pode ser utilizada para o diagnéstico de larvas
que tenham como mecanismo a auséncia do sitio-alvo da toxina Bin, associada a qualquer
alelo de resisténcia. Semelhante ao bioensaio de dose diagnéstica, este método ndo detecta os
individuos heterozigotos na populagdo. Neste contexto, a anélise PCR-especifica foi
extremamente (til, pois revelou o genotipo dos individuos analisados que ndo puderam ser
determinados pelos métodos anteriores. A freqliéncia do alelo cqmlgec, nas coldnias parentais

S e R-IAB59 foi 0,006 e 0,995, respectivamente, refletindo os fendtipos resistente e
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susceptivel destas coldnias. O alelo cqmlgec permaneceu com uma freqiiéncia elevada apds
11 gerac0es, gragas a presenca de cerca de 50% de individuos homozigotos resistentes e 30%
de heterozigotos. A grande vantagem deste método é a deteccéo direta do alelo cqmlgec, cuja
presenca ndo tinha sido evidenciada pelos outros ensaios.

Os resultados deste trabalho mostram que a associagdo das ferramentas moleculares
aos bioensaios teve grande importancia na caracterizagéo da resisténcia, sobretudo a PCR que
tem uma enorme vantagem por sua capacidade de deteccdo precoce dos individuos
heterozigotos. Esta avaliagdo também demonstrou de forma clara que, mesmo apds 11
geracOes na auséncia de pressdo de selecdo, a frequéncia do alelo cgmlgrec manteve-se
estivel, diferente de outros estudos em que os alelos de resisténcia tém sua freqliéncia
reduzida, pois sdo desfavorecidos nesta situagdo por estarem associados ao custo biolégico
(Tabashnik et al., 1994; Wilson et al., 2007; Anilkumar; Pusztai-Carey & Moar, 2008;
Gassman; Carriere & Tabashnik, 2009). No nosso estudo, a analise preliminar indica que o
alelo de resisténcia cqmlgec parece ndo estar associado ao custo bioldgico, que seria um fator
critico para provocar sua reducdo na auséncia de pressdo de selecdo e, a auséncia de custo
bioldgico corrobora os dados que mostram a manutencdo do alelo na progénie sob esta
condigdo. Estudos recentes demonstram que alguns alelos de resisténcia podem estar
presentes em uma freqliéncia detectavel em populagBes que nunca tiveram contato com o
agente de controle, contrariando a tese de que tais alelos sdo raros e de dificil deteccdo sem
pressdo de selecdo (Bourguet et al., 2003; Genissel et al. 2003; Chalegre et al., 2009;). Estes
achados deram subsidio a hipGtese de que alguns alelos de resisténcia podem ocorrer como
polimorfismos balanceados na populagéo, ou seja, a selecdo contra e a favor do alelo seria
igual e desta forma a mutagdo pode ser mantida na populacdo. Por esta razdo, estes genes néo
estariam associados a importantes efeitos negativos no desempenho bioldgico dos individuos,
sendo mantidos na populacéo (ffrench-Constant, 2006).

Os resultados obtidos neste estudo sobre a reversdo da resisténcia e a freqiiéncia dos
genes que conferem esta resisténcia sdo importantes para definir estratégias de manejo. O
alelo cqmlgec possivelmente ndo confere custo biolégico nas populagfes resistentes e pode
manter-se na populacdo, caso ndo haja estratégias adequadas para a diminui¢do de sua

freqliéncia e/ou fatores populacionais e ambientais que favoregam a sua reducao.
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Tabela 1. Desempenho bioldgico de Culex quinquefasciatus de uma colénia susceptivel (S) e uma resistente ao Bacillus sphaericus IAB59 (R-

IAB59), avaliado por pardmetros como fecundidade, fertilidade e peso médio de pupas.

Fecundidade Fertilidade Peso de pupas (g)°
N° de ovos / jangada N° L1%/ jangada 3 Q
N X+ DP N X+ DP N X+ DP N X+ DP
Colonia
S 7514  170,8+274 7.103 161,4 + 30,2 500 0,044 £ 0,003 250 0,07 £ 0,007
R-IAB59 7.328  166,5+29,6 7.026 159,7 + 30,3 500 0,043 £ 0,003 250 0,07 £ 0,005
Valor de P° 0,49 0,79 0,16 0,30

#Larva de 1° estadio
®O peso foi avaliado em 20 pools de 25 pupas machos e em 10 pools de 25 pupas fémeas.

“Valores de P > 0,05: ndo ha diferenca entre as médias, para o teste T de student.
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Tabela 2. Atividade do Bacillus sphaericus (Bs) cepa IAB59 para larvas de Culex quinquefasciatus das coldnias parentais susceptivel (S) e

resistente ao Bs IAB59 (R-1AB59) e das progénies (F1-F9) resultantes do cruzamento entre individuos destas coldnias, na proporcéo de 1:1.

Geragao N° de ensaios  N° de larvas CLso (95% IC)® RR CLs” CLgo (95% IC)® RR CLgo”
S 3 1.140 0,0018 (0,0013 - 0,0034) 1 0,014 (0,0061 - 0,31) 1

R-IAB59 3 640 276 (225 - 34.7) 15.372 98,7 (69,6 — 164.3) 7.050
F1 3 1.120 0,372 (0,18 - 0,78) 206,7 17,5 (14,9 - 93) 1.250
F3 3 1.080 0,063 (0,061 - 0,78) 35,0 ~36,0° 2.571
F5 3 840 0,041 (0,008- 0,4) 22,8 ~12,0° 857,1
F7 3 1.000 0,07 (0,034 - 0,17) 38,9 18,4 (5,1 - 368,6) 1.314
F9 2 600 0,12 (0,06 - 0,23) 66,7 52,6 (11,3 -582,9) 3.057

# Concentragéo letal (mg/L) para 50% (CLso) ou 90% (CLgo) das larvas tratadas apos 48 h e, intervalo de confianca (IC) de 95%.
® RR: Razdo de resisténcia entre a CL para a colonia sob estudo e a respectiva CL para a colonia S.

€O valor da LCy foi estimado a partir da observacéo direta dos dados da curva de dose-mortalidade.
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Tabela 3. Atividade do Bacillus sphaericus (Bs) cepa 2362 para larvas de Culex quinquefasciatus das coldnias parentais susceptivel (S) e

resistente ao Bs IAB59 (R-1AB59) e de suas progénies resultante do cruzamento entre individuos destas colénias, na proporgéo de 1:1.

Geracéo N° de ensaios  N° de larvas CLso® (95% IC) RR® CLso CLgo® (95% IC) RR"CLgo
S 3 1.140 0,032 (0,016 — 0,066) 1 0,136 (0,083 - 0,371) 1

R-IAB59 2 560 280,9 (85,1 — 585,6) 8.778 4911 (3158-2.0208)  3.611
F1 ND ND ND ND ND ND
F3 2 560 2,38 (0,97 - 11,3) 74,3 >60,0° > 450,0°¢
F5 3 640 1,15 (0,31- 22,9) 35,9 >100,0°¢ >735,0°¢
F7 2 600 0,086 (0,03 —0,2) 2,68 497 (11,4 — 493) 365,0
F9 2 600 0,067 (0,03 -0,1) 2,9 >50,0° > 366,0°

# Concentracéo letal (mg/L) para 50% (CLso) ou 90% (CLgo) das larvas tratadas apos 48 h.
® RR: Razéo de resisténcia entre a CL para a coldnia sob estudo e aquela para a coldnia S.
€0 valor da LCq foi estimado a partir da observacéo direta dos dados da curva dose-mortalidade.

ND: Nao determinado.
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Tabela 4 — Avaliacdo da freqliéncia de larvas de Culex quinquefasciatus susceptiveis (S) e resistentes (R) ao Bacillus sphaericus (Bs) por ensaios

de susceptibilidade in vivo ao Bs 2362, expressdo da a-glicosidase Cqm1l e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) especifica para detec¢éo dos

alelos cqml/cgmlgec. Foram analisadas as geracOes parentais susceptivel (S) e resistente ao Bs (R-1AB59), bem como as progénies (F1, F3, F5,

F7, F9 e F11) resultantes do cruzamento de individuos destas colénias na proporcéo de 1:1.

Susceptibilidade ao Bs

Expressdao Cgml

Deteccéo dos alelos cqml/cqmlgec

Frequéncia Freguéncia Genotipo
cqml cqml cgmlgrec  Frequéncia
Geracéo N S R N S R N cgml cgMmlgec cqmlgec cgmlgec
S 1.824 0,997 0,003 374 1 0 492 486 6 0 0,0061

R-1AB59 576 0,04 0,96 287 0,03 0,97 106 0 1 105 0,99

F1 ND ND ND 159 0,53 0,47 159 10 75 74 0,70

F3 648 0,45 0,55 129 0,28 0,72 129 8 28 93 0,83

F5 617 0,54 0,46 144 0,44 0,56 144 19 44 81 0,73

F7 624 0,53 0,47 135 0,50 0,50 135 26 41 68 0,65

F9 657 0,50 0,50 115 0,42 0,58 115 11 37 67 0,74

F11 576 0,55 0,45 69 0,43 0,57 69 6 24 39 0,74

N = n° de larvas de 4° estadio.
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Apéndice D - Participagdo em cursos, congressos e resumos publicados

I Workshop Interno dos Servicos de Referéncia do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes, no dia 06 de maio de 2008.

I1l Workshop de Genética e Biologia Molecular de Insetos Vetores de Doencas
Tropicais, realizado de 02 a 05 de Setembro de 2008, em Recife, Pernambuco.

Il Curso de Genética e Biologia Molecular de Insetos Vetores de Doengas Tropicais,
realizado em Recife-PE, no periodo de 25 de agosto a 02 de setembro de 2008, com
carga horéria de 45 horas.

Monitor da Tenda da Ciéncia da Fiocruz Pernambuco (IAM/Fiocruz) como parte da
Caravana da Ciéncia, no dia 22 de outubro de 2008, durante a VV Semana Nacional de
Ciéncia e Tecnologia.

Monitor da Tenda da Ciéncia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes —
CPgAM/FIOCRUZ como parte da Caravana da Ciéncia, nos dias 30 de setembro, 03 e
07 de outubro de 2007, durante a IV Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia.

Resumos publicados

1. CHALEGRE, K. D. M., ROMAOQ, T.P., AMORIM, L. B., OLIVEIRA, C. M. F. de,
MELO NETO, O. P. de, SILVA FILHA, M. H. N. L. Deteccdo molecular de alelo
resisténcia ao biolarvicida Bacillus sphaericus em populagdes do vetor Culex
quinquefasciatus. In: XXII Congresso Brasileiro de Entomologia, 2008, Uberlandia.
Resumos do XXI11 Congresso Brasileiro de Entomologia, 2008.

2. AMORIM, L. B.; OLIVEIRA, C. M. F.; SILVA FILHA, M. H. N. L. Desempenho
bioldgico e andlise molecular de uma colénia de Culex quinquefasciatus resistente ao
Bacillus sphaericus IAB59. In: X Simpdsio de Controle Bioldgico, 2007,
Brasilia. Resumos do X Simpdsio de Controle Bioldgico, 2007.

3. CHALEGRE, K. D. M., AMORIM, L. B., OLIVEIRA, C. M. F.de, ROMAO, T. P.,
MELO NETO, O. P. de, SILVA FILHA, M. H. N. L. Molecular tools for detection
and monitoring of an allele conferring Bacillus sphaericus resistance in Culex
quinquefasciatus. In: 40th Annual Meeting of the Society for Invertebrate Pathology,
2007, Quebec. Abstracts of the 40th Annual Meeting of the Society for
Invertebrate Pathology, 2007.
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ANEXOS

Anexo A — Parecer do CEP/CPgAM

+itulo do Projeto: Reversdo da Resisténcia de Culex quinguefasciatus ao
Bacillus sphaericus cepa IAB59: Anélise biolégica e molecular de um modelo.
Pesquisador responsavel: Liliane Barbasa Amorim.

Instituigdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentacdo ao CEP: 19/08/2008

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 91/08

Registro no CAAE: 0090.0.095.000-08

PARECER N° 066/2008

O Comité avaliou e considera que o Projeto em questdo ndo envolve
procedimentos relacionados as exigéncias de conduta ética envolvendo seres
humanos, de acordo com o Codigo de Etica, Resolugdo CNS 196/96 e
complementares.

Recife, 04 de setembro de 2008.
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