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biolarvicida Bacillus sphaericus. 2008. Dissertacdo (Mestrado em Saude Publicagntr€
de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundacdo OswaldpRxoite, 2008.

RESUMO

A eficacia e seletividade ddacillus sphaericus(Bsp) para larvas do veto€ulex
quinquefasciatug devida a ligacdo especifica da toxina binarian)(Bprincipal proteina
inseticida do Bsp, a um receptor presente no épiélestinal das larvas, @-glicosidase
Cgm1l. Um mecanismo de resisténcia descrito paeacedicideo € devido a uma delecéo de
19 nucleotideos (d19) no geogml(cqgm1-d19 que, em homozigose, impede a expressao do
receptor no epitélicO objetivo deste trabalho foi determinar a freqigido alelocgqm1-d19

em populacdes naturais @x. quinquefasciatus)do tratadas e tratadas com o Bsp, além de
avaliar polimorfismos no genegml Uma analisen vivo da susceptibilidade ao Bsp em
larvas deCx. quinquefasciatusnostrou que as populacdes nao tratadas de Vamdour
Peixinhos e Fazenda Nova apresentaram valoreszde e resisténcia (RR) de 1,3 a 4,0
vezes, enquanto que para a populacio tratada degua RR variou de 2,7 a 8,6 vezes, em
relacdo a populacdo susceptivel usada como contbslevalores de RR inferiores a 10
indicaram que nao houve alteragéo significativausceptibilidade. Os alelegimle cqml-
d19 foram identificados através de meétodo diagnostieoPCR utilizandoprimers que
flanqueiam a d19 e as amostras das populacesadeadi variaram entre 162 e 353 larvas. O
alelo cqm1-d19foi detectado pela primeira vez em populacbes a@t@ sua freqiéncia em
areas ndo tratadas da Regido Metropolitana dod&R@RMR) foi de 1,16 x I6em Varadouro

e de 7,8 x 18 em Peixinhos. Na populacdo de Fazenda Nova, majadgraficamente da
RMR, o alelo nio foi detectado. Em Agua Fria, ttataom o Bsp desde 2003, as freqiiéncias
foram bem mais elevadas em relacdo as populacoesatddas: 6,94 e 5,55 x 1@pos 13 e

24 tratamentos, respectivamente. Em paralelo aghatedo alelo foi feita a avaliagdo da
frequéncia de expressao daglicosidase Cgml, através de ensaios enzimaicgsl, e os
resultados corroboraram aqueles de frequénciacalélin todas as populacdes. A partir da
analise de polimorfismos no gengmlem 15 individuos de Agua Fria, foram identificados
13 alelos, baseados em 13 alteracdes na sequénamidoacidos, a maioria na regidao C-
terminal. Dentre os alelos identificados, dois c&@m em maior freqiiéncia e os demais
foram variacdes destes principais. Os resultadste dstudo mostraram que a frequiéncia do
alelocgm1-d19¢é alta em populag¢des naturais, e mais elevadaelzsggue estdo sob pressao
de selecédo, além de demonstrarem que o ggmé é altamente polimorfico. As abordagens
moleculares utilizadas neste estudo sdo mais simsiue 0s bioensaios, visto que foi
possivel detectar individuos heterozigotos e hogubdas resistentes, e sdo adequadas para
avaliar a susceptibilidade de populacdes @e quinquefasciatuso Bsp. Estes dados
reforcam a adocdo de medidas visando 0 uso sugteiid biolarvicida Bsp em programas
de controle de vetores.

Palavras-chave Controle bioldgico de vetores, toxinas bactesarulex, receptores da
superficie celular, resisténcia a inseticidas,féegia alélica.
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bioinsecticideBacillus sphaericus. 2008. Dissertation (Master of Public Health) -nCe de
Pesquisas Aggeu Magalhédes, Fundacdo Oswaldo Ceude R2008.

ABSTRACT

The effectiveness of thBacillus sphaericugBsp) toCulex quinquefasciatusarvae is due to
the specific binding of the binary toxin (Bin), isajor insecticidal protein, to a membrane-
bound receptor in larvae midgut, the Cqmgjlucosidase. A resistance mechanism to the Bin
toxin is based in a 19-nucleotide deletion (d19hemcgmlgene ¢gm1-d19, which prevents
the expression of the receptor in the epithelium ads to larval refractoriness, when this
allele is expressed in homozygosis. The aim of Wosk was to determine thegm1-d19
frequency in untreated and treated field populatioiCulex quinquefasciatysnd to analyze
the polymorphism of thegmlgene. The evaluation of larvae susceptibility tgp Beowed
that the untreated populations of Varadouro, Pabsnand Fazenda Nova exhibited resistance
rations (RR) between 1.3 and 4-fold, while the tedgpopulation of Agua Fria showed RR
values between 2.7 and 8.6-fold, compared to aeptibte colony used as a control. RR
values less than 10-fold indicated no significdteration at the susceptibility. A diagnostic
method of PCR, using primers flanking the d19, apglied to identify thegmlandcgml-
d19alleles in samples ranging from 162 to 353 larfe@mn each population analyzed. The
cgqml-dl9allele was detected for the first time in field pégiions and its frequency in the
untreated populations of Varadouro and Peixinhoattx in the metropolitan area of Recife,
were 1,16 x 18 and 7,8 x 18, respectively. In Fazenda Nova, geographicalljated from
Recife, this allele was not found. Them1-d19%requencies in the treated population of Agua
Fria, 6,94 x 1F and 5,55 x 18 after 13 and 24 cycles of treatments respectivedye higher
than those from the untreated ardasgel a-glucosidase assays were performed to evaluate
the Cgml expression, in parallel to the allele deia, and the results obtained were in
agreement with the allelic frequency observed irmpapulations. Polymorphism analysis in
thecgmlgene in 15 individuals from Agua Fria showed theusrence of 13 alleles based on
13 alterations of the amino acids sequence, mosherfi were located in the C-terminus.
Among the alleles found, two occurred in highegfrency and the remaining alleles were
variations from the major ones. The results shothatcqgm1-d1%allele was present in a high
frequency in field populations, especially in Agida which is under selection with Bsp,
besides, this study also indicated that tigenl gene is very polymorphic. The molecular
approaches described in this work are more seas@tmpared to bioassays, since it was
possible to detect heterozygote and resistant hggote larvae, being suitable for monitoring
resistance irfCx. quinquefasciatugopulations. These data reinforce the adoptiostrategies
for the sustainable use of Bsp based larvicidegator control programs.

Key words: Pest biological control, bacterial toxirGulex cell surface receptors, insecticide
resistance, allelic frequency.
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1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Algumas espécies dos génerdsopheles Aedes Culex e Mansonia podem ser
importantes vetores de patdégenos humanos resp@mgame enfermidades como malaria,
febre amarela, encefalite, dengue e filariose.sEdteengas atingem um namero significativo
de pessoas em diversos paises da Asia, Africa eridgamé O Culex quinquefasciatug
responsavel pela transmissdo Wauchereria bancroffi agente etiologico da filariose
Bancroftiana no Brasil, além de ser um potencigdrveara o Virus do Oeste do Nilo (VNO),
gue ja causou varias epidemias nos Estados Unidoscentemente, foi encontrado na
Colémbia e Argentina. E importante ressaltar queutmd grande dificuldade do controle
populacional destes mosquitos devido a suas cesdidas bioldgicas como curto ciclo de
vida, alta capacidade reprodutiva e de adaptacamaente.

O controle de mosquitos através do uso de indatcguimicos tem apresentado
problemas devido ao seu modo de acdo ndo espedifim da possibilidade de rapida
selecédo de resisténcia de insetos a estes compBstosstas razdes, a procura por agentes
mais seletivos aumentou e, com isso, a adocao dedosde controle biolégico cresceu.
Dentre os organismos de controle biolégico, aséniast entomopatégenas do génBaaillus
como oBacillus sphaericug oB. thuringiensissorovar.israelensisvém sendo produzidas
comercialmente e empregadas ha mais de duas dédaslas bactérias sdo altamente
seletivas para espécies de culicideos e simuli@Bs sphaericug particularmente eficiente
para o controle de larvas @x. quinquefasciatus produtos comerciais a base desta bactéria
estdo disponiveis no Brasil. O principal fator téxido B. sphaericuspara larvas deCx.
quinquefasciatug a toxina binaria (Bin) contida em um cristaltproo produzido durante a
fase de esporulacdo da bactéria. Apds a ingestste destal pelas larvas, ocorre a sua
solubilizagdo em pH intestinal alcalino e a pratexiiberada no limen é clivada por serina-
proteases para atingir a forma de toxina ativaonf Bin ativa interage com receptores
especificos presentes na membrana apical das céidaepitélio intestinal das larvas,
principalmente nas regides do ceco gastrico etinteposterior. O receptor para a toxina Bin
em Cx. pipiense Cx. quinquefasciatyslenominado Cpm1 e Cgml, respectivamente, é uma
a-glicosidase de 60 kDa, ligada a membrana apicaémtélio intestinal através de uma
ancora do tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI).

A selecao de resisténcia em populacée€xlequinquefasciatué uma desvantagem

com relacdo ao uso dB. sphaericuse ocorre pois a acdo deste biolarvicida depende da
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interacdo de apenas uma toxina com um Unico ditm gue € o receptor Cgml. Colbnias
mantidas em laboratorio ou populagdes de campdiostebpresséo de selecdo, podem atingir
altos niveis de resisténcia. A maior parte das lagpes estudadas quanto ao mecanismo de
resisténcia, apresenta uma falha na etapa de digdgdtoxina Bin ao receptor devido a
auséncia do Cgm1l no epitélio intestinal, ou a preselesta proteina sob uma forma alterada
nao funcional. Quatro alelos de resisténcjal¢ gene que codifica o receptor Cqgml ou Cpml
foram identificados em trés colbnias Gellex uma de campo e duas de laboratorio, que
tiveram a base molecular da resisténcia estudaamtaas da colénia CqRL1/2362, uma das
colénias de referéncia analisadas neste trabatiesentam uma delecdo de 19 nucleotideos
no genecqmi (alelocqgml1-d19, que gera um cédon de parada prematuro paralacta e
leva a sintese de uma proteina desprovida da am@Bta portanto, sem capacidade de
interacdo com a toxina Bin.

Um dos fatores determinantes no processo da setbxdesisténcia é a frequéncia
inicial dos alelog e 0 seu modo de heranca em populagcbes naturastagpo tratamento
com biolarvicidas. Muitos estudos vém sendo dedeitlas em relacdo a frequiéncia inicial
destes alelos em populacdes de campo de espguokgpleros expostas a tratamentos com o
biolarvicida B. thuringiensis(Bt) ou as plantas geneticamente modificadas opeessam
toxinas do Bt. A maioria dos resultados de fregigéalélica é estimada através de ensaios de
susceptibilidadén vivode progénies obtidas a partir de insetos coletadaampo. Visto que
sdo escassos 0s estudos de caracterizacdo derafos agentes de controle biologico, é
essencial um maior conhecimento da resisténcia ®ude bases moleculares para se obter
resultados mais consistentes, a partir de métoeldet@ccao direta destes alelos.

A caracterizacao de um alelo de resisténciB.agphaericugcgm1-d19 em larvas de
Cx. quinquefasciatusa coloénia CgRL1/2362, mantida no insetario do dpnento de
Entomologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalldl®eg) novas perspectivas para o
desenvolvimento de uma ferramenta molecular paneabacdo da frequéncia deste alelo em
populacdes naturais submetidas ou n&o ao trataroemt® biolarvicida.

A Regido Metropolitana do Recife possui areas emnm#Enpara a filariose e o controle
do vetor Cx. quinquefasciatysdentro do programa de erradicacdo da doenca, sexo
conduzido ha alguns anos pela Secretaria de Saiididatle. Em virtude do risco de selecéo
de resisténcia que pode ocorrer em populagbesdastacom o B. sphaericus o
desenvolvimento de ferramentas para detectar algéosaracterizados, comocgm21dl19, e
importante para determinar a sua freqiéncia emlaoies de vetores sujeitas a exposicao a

este biolarvicida. A deteccdo desta frequéncia epulpcbes naturais ndo tratadas €
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necessdria para avaliar comparativamente, com apipes sob tratamento, o risco de selecdo
de resisténcia além de estabelecer, pela prim&za wma ferramenta molecular para a
deteccdo de um alelo de resisténcia em larvas ligdews a biolarvicidas por PCR. A
investigacdo de polimorfismos do gesggn], através da analise de sequéncias, outro aspecto
analisado neste trabalho, é fundamental para oecombnto de bases moleculares que
possam estar relacionadas ao mecanismo de reg@st@nmonitoramento da susceptibilidade
para a avaliacdo do risco de selecdo de resisiéatmvés de meétodos tradicionais e
ferramentas moleculares, é importante para estayedstratégias para o controle de vetores e

manejo da resisténcia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Culex quinquefasciatus

O Culex quinquefasciatuSay, 1823¢ um inseto da ordem Diptera, pertencente a
familia Culicidae, também conhecido como muricoagpernilongo. Esta espécie apresenta
distribuicio cosmopolita, sobretudo nas regidepitais e subtropicais do mundo. E um
mosquito amplamente encontrado no Brasil, devidaaacteristicas climéticas, além de
fatores como o crescimento populacional desorderadofalta de saneamento basico que

afetam a maioria das areas urbanas do pais (CON3924).

2.1.1 Biologia e ecologia

O Cx. quinquefasciatugem um ciclo bioldgico curto, compreendendo asuisggs
fases: ovo, quatro estadios larvais, pupa e adlkigura 1). Os adultos tém habito noturno e
endofilico, as fémeas sdo hematéfagas e necedsiramo repasto sanguineo para realizar a
postura dos ovos. Estes mosquitos atacam uma grertkElade de animais, sobretudo o
homem, pois sao antropofilicos. Cerca de 48 h apépasto sanguineo, as fémeas depositam
seus ovos agrupados em forma de “jangadas” na dddgua, que eclodirdo dando origem
as larvas do 1° estadiojfl-entre 24 e 48 h apos a oviposicao. As larvasofrem mudas
sucessivas e passam por mais trés estadipkye Ly), cada um com duracdo média de 24 h,
até atingir a fase de pupa. E importante ressgitaras larvas séo filtradoras e se alimentam
ativamente de matéria organica disponivel no aniaquatico. As pupas tém forma de
virgula e ficam paradas junto a superficie da agomdpora apresentem mobilidade nesta fase.
Esta etapa do desenvolvimento tem duracédo entee4®4h e os individuos nao se alimentam
neste periodo. Apos a fase de pupa, ocorre a enwéagdos adultos dando inicio a fase alada.
Os adultos passam por um periodo de repouso pasxlerotinizagdo da cuticula e, em
seguida, realizam a copula e a busca por aliméntongevidade dos adultos € de um a dois

meses, periodo em que a fémea pode realizar eatbec¥iposicoes.
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Seus criadouros preferenciais sdo depositos &tificom aguas estagnadas e ricas em
matéria organica, sobretudo dejetos animais e hosnaAs fémeas pBem seus ovos,
preferencialmente, em fossas e valas. No entantogsocriadouros podem ser colonizados,
tais como bebedouros de animais, pocos e caixagial'§CONSOLI, 1994). E comum
observar a abundéancia de larvas em um Unico criadpais sabe-se que as fémeas produzem
um feromonio de oviposicao, depositado no poloapmlos ovos, que atrai outras fémeas para
fazerem a oviposicdo em criadouros ja colonizad@sando em alta concentracdo, este
feromdnio tem efeito repelente, que poderia secgido pela fémea como um local ndo

apropriado para oviposicdo com possivel compepgiisecursos (BARBOSA et al., 2007).

ADULTO

JANGADA

LARVAS
Figura 1 - Ciclo biolégico doCulex quinquefasciatug\pds a postura dos ovos em forma de jangada,
as larvas eclodem e passam por quatro estadiosiémtia de 24 h cada, transformam-se em pupas,

formas que nado se alimentam e, apo6s 48 h, ocemeeagéncia do adulto.
Fonte: Barbosa (2007).
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2.1.2 Importancia na saude publica

Espécies dos géner@ulex Aedes Anophelese Mansoniapodem ser importantes
vetores de patdgenos causadores de doencas caladoad linfatica, maléria, dengue, febre
amarela e outras arboviroses, que atingem um nusigmdicativo de pessoas em paises da
Asia, Africa e Américas. @x. quinquefasciatué o principal vetor do neméatotfduchereria
bancrofti causador da filariose linfatica no Brasil. Estagsitose tem grande importancia na
saude publica, pois é endémica em varias regiopicais e, estima-se que ha mais de 1,3
bilhdo de pessoas, aproximadamente 19% da populagadial, vivendo em &reas sob o
risco de contrair a infeccdo em 83 paises e teo#d, cerca de 120 milhdes de individuos
parasitados (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2006).e8tes, 90% s&o portadores
daW. bancroftie 10% de espécies de filarias de menor ocorréncia.

Os vermes adultos dé¢/. bancrofti alojam-se nos linfonodos e vasos linfaticos do
individuo infectado, e as microfilarias (formas eimbarias) sdo encontradas no sangue
periférico, possuindo uma periodicidade noturna eompico entre 23:00 e 01:00 h. Este
pico coincide com o horario preferencial de henaagiaf doCx. quinquefasciatusna maioria
das regides endémicas. As fémeas ingerem as mnaciadi no momento do repasto
sanguineo, e estas migram do tubo digestivo pamiaasiulas salivares, onde atingem o
estadio larval infectante (larvasg)L O quadro clinico da filariose pode ser assintaroa
agudo ou crénico. As manifestacbes agudas poderingamngite, linfadenite, febre e mal-
estar e as cronicas podem ser linfedema, hidrogeiiiria e elefantiase, podendo esta ultima,
ser agravada por infecgdes bacterianas ou fUndi@&GANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2006).

No Brasil, em um levantamento realizado na déca&dald foram encontrados casos
autoctones da doenca em 11 cidades brasileiras ROQEONTES, 1998). Hoje, ap6s uma
campanha de profilaxia com base no tratamento @atdce controle do vetor, a parasitose
apresenta distribuicdo urbana e focal, sendo @elacio grande Recife (PE) e Maceid (AL).
No Recife, os indices de prevaléncia variam ergnmiaroregioes de 0,6% até 14,9%, sendo a
média da cidade de 6,5% (MACIEL et al., 1996). Badstimados em diferentes localidades
de vérios paises, indicam que o nimero de picaflectivas requerido para produzir um caso
de microfilaremia € elevada e varia de 269 (em Machanzania) a 67.568 (em Koro, Guiji)

(SOUTHGATE, 1992). A manutencao da transmissao e érea €, consequentemente, um
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indicador de péssima qualidade ambiental, deviditaa densidade populacional do vetor
aliada a auséncia de medidas de protecdo indiviREsGI1S et al., 1996).

A transmissdo de outros patdgenos causadores awirages também pode ser
atribuida aoCulex destacando-se o Virus do Oeste do Nilo (VNO).eBré do Nilo foi
originada na Africa, e as aves sdo os hospedeiresezvatérios naturais. A doenca pode
acometer o homem, o cavalo e outras espécies. ¢adar desde febre, dor de cabeca e
mialgias até encefalite severa e meningite. De€$9 bcorrem epidemias da doenca nos
EUA e, até o presente momento, ja foram registratkis de 19 mil casos de infectados com
mais de 750 6bitos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL ARREVENTION, 2006).
Recentemente, o virus passou a circular no Carjadag isolado na Colémbia e em cavalos
mortos na Argentina (BERROCAL et al., 2006; MORALESal., 2006). O Brasil tem um
plano de vigilancia para detectar a introducdo ddOVno pais, visto que @x
quinquefasciatuygpotencial vetor, € abundante, além de um contiegensideravel de aves
migratorias que ocorre no pais ser originario dasrdas Américas e de paises vizinhos, onde
ocorre a circulacao do virus (LUNA et al., 2003).

Além de seu papel como vetor de agentes etiologienssadores de doencas ao
homem oCx. quinquefasciatusausa problemas secundarios de saude em inUnres &
urbanizadas do Brasil, pois gera um forte incOmaedosado pelas picadas, sons emitidos e
alergias contribuindo para a diminuigéo da quakddel vida da populacéo.

2.2 Controle de insetos vetores

A descoberta de substancias de sintese quimicapoo®r inseticida possibilitou
grandes avancos no controle destes insetos, a gariinicio da década de 40, quando o
composto Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT) foi deoberto. Os métodos de controle até
entdo empregados, como 0 uso de componentes inmygae extratos vegetais, foram
rapidamente substituidos devido a rapida acaocé&edia do DDT. Atualmente, inseticidas
quimicos, das classes dos organoclorados, orgdaaides, carbamatos e piretréides tém
sido utilizados em varias regiées do mundo parantrole de mosquitos.

Os principais problemas relacionados ao uso desitidas quimicos sao a selecao de
insetos resistentes e 0 seu modo de acao nao fespgcie afeta os organismos ndo alvo. A

nao seletividade destes inseticidas, visto que @lggnam tanto os insetos nocivos como
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seus predadores naturais, provoca efeitos diret@guilibrio destas populacdes. Além disso,
a presenca de residuos de inseticidas nos alimenpeblemas ambientais decorridos da
persisténcia dos produtos no solo e na agua, bem soa acumulacdo na cadeia alimentar
foram identificados. O DDT, da classe dos orgamados que apresenta alta toxicidade e
persiste na cadeia alimentar, foi amplamente atibzno Brasil, mas devido a todos os fatores
adversos decorrentes do seu uso, teve sua aplipegiala em varios paises. Outro aspecto
que tem provocado sérias limitacdes ao uso dosditses quimicos é a selecdo de resisténcia
observada entre populacdes de insetos. No inicaédada de 80, ja havia o registro de 84
espécies de culicideos resistentes, e o fator agi&\é que muitas espécies apresentavam
resisténcia simultdnea ou cruzada a varios indasciquimicos de diferentes categorias
(GEORGHIOU; LAGUNES-TEJEDA, 1991). A resisténcia ooe devido ao uso
indiscriminado dos inseticidas, sendo recomendadacionalizacdo do seu emprego,
sobretudo devido ao fato que a maioria dos compafisponiveis possui um modo de acéo
ndo seletivo, facilitando assim, a selecdo de iddos resistentes nas populacdes tratadas.
Devido ao impacto negativo do uso dos inseticidsisn@gos ao meio ambiente e a saude
humana, cresceu a busca por novas estratégiasatiniente seguras para o controle de

insetos.

2.3 Manejo Integrado de Vetores

O conceito do Manejo Integrado de Vetores (MIV)gaurcomo resultado de uma
mudanca de paradigma ap0s o0 uso intensivo deditsetiquimicos nas décadas de 1940-60.
Em outras palavras, o MIV € definido como uma corabéo racional de diversos métodos de
controle disponiveis objetivando manter a populag@ovetores em niveis aceitaveis e da
maneira mais efetiva, econdbmica e segura, incluicoimponentes bioldgicos, quimicos,
fisicos e ambientais, visando interferir o minimmsgivel no ecossistema. No MIV, varias
acOes sdo empregadas na tentativa de englobaradsdamisas do problema. No ambito do
controle de mosquitos, estas acdes podem incluelhoria da rede de esgoto e distribuicao
de 4gua, eliminagéo fisica de criadouros, uso deibas fisicas nas habitagbes, medidas de
protecdo individual, uso de larvicidas especifim®a criadouros que nao podem ser

eliminados, além da conscientizacao e participaiggcomunidade. Dentre estas acdes, 0 uso
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de biolarvicidas apresenta vantagens, como a dégp#aie para o inseto alvo e seguranca

para o meio ambiente.

2.4 Bactérias entomopatdgenas

Os agentes de controle biolégico podem ser predadgpatogenos, parasitas,
competidores ou toxinas produzidas por microrgaossnDiversos organismos tém sido
investigados como agentes potenciais para o cerdmHipteros, tais como fungos, bactérias,
protozoarios e nematoides. Do ponto de vista ajdicas bactérias do géneBacillus sdo
consideradas os agentes mais promissores devificad&i@ de suas toxinas, facilidade de
producao em larga escala, de armazenamento, tréagpaplicacao.

Duas espécies de bactérias entomopatégenas seatiesta controle bioldgico dos
insetos vetores, B8acillus sphaericugBsp) e o B. thuringiensissorovar.israelensis(Bti).
Estes microrganismos estdo sendo comercializadosdm de uma década pois produzem
proteinas inseticidas que, ao serem ingeridadesdie para as larvas dos mosquitos devido a
sua acéo no trato digestivo. O Bti tem atividaderekrente para os génedosdes Simulium
Culexe Mansonia Ja o Bsp, tem uma especificidade maior para espdos génerdSulexe
Anophelese menor para os génerédedese Mansonia Ae. aegypti espécie de grande
importancia na transmissdo do virus da denguetagnahte susceptivel ao Bti, porém &
refrataria ao Bsp. Por outro lado, o Bsp apresenta grande vantagem em relacdo ao Bti,
gue é a Otima persisténcia em criadouros ricos etéria organica, tipicos de larvas de
Culex além de seus esporos sofrerem reciclagem noseradadas larvas, o que pode
ampliar seu periodo de persisténcia nos criado(MéSOLAS; DARRIET; HOUGARD,
1987; SKOVMAND; BAUDUIN, 1997).

2.5Bacillus sphaericus

O Bsp merece destaque como agente de controlendes ldeCx. quinquefasciatus
Descoberto por Neide (1904), é uma bactéria Grasitipa, saprofita e esporulante,

geralmente encontrado em solos e ambientes agalabeoante a fase de esporulacdo sao
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produzidos esporos arredondados, localizados m@orégrminal em um esporangio em forma
de raquete, além de inclusbes ou cristais protékigsira 2).

Figura 2 - Visdo longitudinal em micrografia eletrbnica dacillus sphaericus em fase de
esporulacéo.

Nota: E, esporo; C, cristal protéico.

Fonte: Kalfon et al. (1984), modificado.

A primeira cepa do Bspom atividade larvicida foi isolada por Kellen ét @965),
mas néo recebeu muita atengédo devido a sua baicadtmle. Singer (1973) isolou diversas
cepas, dentre elas a SSII-1, com uma toxicidadgsrarte a ponto de incentivar os estudos
nesta area. Outras cepas com alta atividade ldayidoram isoladas, como a 1593 da
Indonésia (SINGER, 1977), 2297 do Sri Lanka (WICHHRESINGHE; MENDIS, 1980),
2362 da Nigéria (WEISER, 1984) e C3-41 da ChinaARIB et al., 1987). Estas sdo as
principais cepas que tém sido utilizadas para dyg@o industrial de bioinseticidas a base do
Bsp. A denominacdo de cada cepa é dada de acomda@ua origem geografica e a sua
classificacdo pode ser feita por varios métodasdsa técnica de aglutinacéo flagelar que
determina os sorotipos, a mais utilizada. As cepais ativas estdo classificadas segundo os
seguintes sorotipos: H5a5b, que inclui as cepa8,15%62, 2317, 1691 e C3-41; H25, onde
se encontra a cepa 2297 e o H6, no qual se intABa9 (CHARLES; NIELSEN-LEROUX;
DELECLUSE, 1996; DE BARJAC et al., 1985).

O Bsp é particularmente toxico para larvas @e quinquefasciatu® produtos
comerciais a base desta bactéria estdo disponineligsive no Brasil. A eficacia do uso do
Bsp para o controle de vetores ja foi comprovadavémos paises (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 1993; THIERY et al., 1996). Umaad experiéncias mais
representativas da viabilidade operacional do Bspehlizada no Brasil, onde este agente foi
empregado para o controle @&. quinquefasciatuesm bairros do Recife, endémicos para a
filariose e que apresentavam uma alta densidadalgmpnal do vetor (REGIS et al., 1995;
SILVA-FILHA et al., 2001). Atualmente, o Programa €ontrole da Filariose vem sendo
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conduzido pela Prefeitura da Cidade do Recife,died existéncia de areas endémicas na
cidade. Neste programa, foi estabelecido um subgnue para o controle do vetor, através de
medidas integradas, e uma delas é o tratamentoadi®eros deCulexcom larvicidas a base
do Bsp. O programa teve inicio em duas areas ecd8mhgua Fria e Alto Santa Terezinha,
com cerca de 15.000 habitantes cada, em marco(8 R@ momento, as acdes estdo sendo
ampliadas para outros bairros da cidade (SILVA-FAL&1 al., 2008).

2.5.1 Toxinas inseticidas

O Bspapresenta duas classes de toxinas inseticidasina t8in e as toxinas Mtx, que
séo sintetizadas em fases distintas do desenvaitinta bactéria. Trés tipos de toxinas Mtx
foram identificados: A Mtx1 (100 kDa), Mtx2 (31,Dk) e Mtx3 (35,8 kDa). A Mtx1,
considerada uma protoxina, é processada por paggsnintestinais em fragmentos menores
de 27 e 70 kDa (THANABALU et al., 1993). Esta toxifoi identificada a partir da clonagem
da cepa SSII-1, e é expressa durante a fase \iggeadatcrescimento (THANABALU et al.,
1991). Partridge e Berry (2002) observaram quexd Mta primeira toxina do Bsgiiva para
uma espécie de diptero da familia ChironomidaeChoronomus riparus Outro dado
importante deste estudo foi a deteccdo de atividadgcida da Mtx1 contraéde. aegypti
diferentemente da toxina Bin. Pelo fato de sereadyridas durante a fase vegetativa, as
toxinas Mtx sdo degradadas por proteases e quaseonfribuem para a toxicidade final de
culturas esporuladas do Bsp (CHARLES et al., 1996)entanto, quando expressas de forma
recombinante enkscherichia coli as toxinas Mtx1 e Mtx2 possuem alta atividadeidata
para culicideos (WEI; CAI; YUAN, 2006; WIRTH et a22007).

Varios estudos mostraram que a alta atividadeidoidaté observada, exclusivamente,
naquelas cepas do Bgpodutoras de cristal durante a fase de esporuld&@oesta razao,
apesar das toxinas Mtx terem um importante potetaracida, observa-se que a atividade
inseticida de culturas esporuladas do Bspevida ao cristal que contém a toxina Bin, visto
que as toxinas Mtx sofrem intensa degradagdo durantrescimento bacteriano. Quando
ingerido pelas larvas, o cristal é solubilizado grhintestinal alcalino liberando a protoxina
Bin que é clivada por serina-proteases, para atmfiorma de toxina ativa (BAUMANN et
al., 1985; DAVIDSON et al., 1987; BROADWELL; BAUMAN, 1987). A protoxina &
formada por dois polipeptideos de 42 e 51 kDa (BAMN; BROADWELL; BAUMANN,
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1988), denominados BinA e BinB, respectivamentée€polipeptideos sdo produzidos de
forma equimolar e, ap0s a ativagdo proteolitica,cdi@ados em fragmentos de 39 e 43 kDa,
respectivamente.

Os componentes BinA e BinB agem em sinergia egepta razao, ela é considerada
uma toxina binaria (Bin) (NICOLAS et al., 1993).g&ximentos para determinar a atividade
in vivo dos dois componentes obtidos isoladamente atraeéscepas recombinantes,
mostraram que BinA individualmente é téxico paravda deCx. pipiens embora seja
requerido em altas concentragdes, enquanto BinRdgondo é toxico (NICOLAS et al.,
1993). Posteriormente, estudosvitro mostraram que o componente BinB é responsével por
reconhecer e se ligar a receptores especificoemiess na membrana apical do epitélio
intestinal das larvas, enquanto BinA ndo tem cajgald de ligacdo e sua funcdo esta
relacionada a toxicidade (CHARLES et al., 1997)mdmase na avaliacdo das seqiiéncias do
gene da toxina Binbfx) em diversas cepas do Bsp, quatro tipos de tdanaan classificados
e divididos em duas linhagens, segundo algumaredifas observadas entre as sequéncias de
aminoacidos (PRIEST et al., 1997). Uma linhagem cu@ém os tipos Binl e Bin2, mais
toxicos para larvas dénophelese Culex inclui cepas como a IAB59, 2362 e 1593. A
segunda linhagem inclui os tipos Bin3 e Bin4, dggas 2297 e LP1-G, respectivamente. A
cepa LP1-G que contém o tipo Bin4 é a Unica quesapta baixa toxicidade dentre as cepas
produtoras de toxina Bin. Quando comparadas a€seifi$ de aminoacidos dos quatro tipos
de toxina Bin, a Bin4 possui seis diferencas e delas ocorre no residuo 93 que € uma
serina, enquanto uma leucina esta presente nassduds tipos (PRIEST et al., 1997). Yuan
et al. (2001) mostraram que esta alteracdo da Bindsponsavel pela diminuicdo da
toxicidade da cepa LP1-G e sugerem que essa poded® ser um elemento chave na
formacéao do complexo BinA-BinB responsavel peladiotade do Bsp.

Recentemente, foi descoberto que o Bsp cepa IAB&@ug duas outras toxinas até
entdo desconhecidas. Os estudos desta cepa foréinados pelo fato de larvas dex.
qguinquefasciatusesistentes as cepas do Bsp 2362 e C3-41, quezamdapenas a toxina
Bin, sdo susceptiveis a cepa IAB59, indicando gia eepa deveria produzir outro fator
toxico aléem da toxina Bin (PEI et al., 2002). Foraentificadas duas toxinas da familia Cry
na cepa IAB59, a Cry48Aa e Cry49Aa de 135 e 53 kiegpectivamente, que agem em
sinergia (JONES et al., 2007). A presenca destas thixinas pode explicar porque esta cepa
supera a resisténcia voltada para esta toxinaoasas Cry48Aa e Cry49Aa apresentam alta
toxicidade paraCx. quinquefasciatugjuando administradas de forma purificada e em

concentracdo equimolar. Porém, a contribuicdo defstres para a toxicidade da cepa



Diagnéstico da resisténcia do ve@uilex.. Gigre, K. D. M. 25

IAB59 nativa ndo é evidente devido ao baixo niveladumulacdo da Cry48Aa no Bsp, que
impede a propor¢ao de 1:1 requerida para a ac@msdesginas (JONES et al., 2007). O modo
de acdo destas duas toxinas € uUnico, pois umaintaracdo parece ser requerida entre a
subunidade Cry48Aa, que é uma toxina Cry de trésimios, que diferentemente das outras
toxinas Cry desta familia necessita de uma protateasoria que € a Cry49Aa, que possuli
homologia com a toxina Bin do Bsp (JONES et alQ730

2.5.2 Modo de acéo da toxina Bin

O Bspapresenta um espectro de acao restrito para ldevassquitos (LACEY et al.,
1988, DAVIDSON; YOUSTEN, 1990; GROVES; MEISCH, 199&spécies do complexo
Culex comoCx. quinquefasciatus Cx. pipiens sdo as mais sensiveis. As etapas iniciais do
modo de acao, tais como a necessidade de ingest&osthl, aliado a um pH intestinal
alcalino €10) e a protedlise enzimética sdo, sem duvidactspseletivos da toxicidade do
Bsp. Porém, a etapa determinante do modo de acdoxiate Bin € o reconhecimento e
ligacdo a receptores especificos presentes nafigpatas microvilosidades intestinais. A
presenca dos receptores ja foi demonstrada emsla®w&x pipiens Cx. quinquefasciatus
Anopheles gambiae An. stephensiatravés de ensaios de ligagéovitro entre a toxina
radiomarcada e microvilosidades intestinais (NIENSEEROUX; CHARLES, 1992,
SILVA-FILHA et al., 1995, 1997). Larvas dke. aegyptsdo capazes de processar o cristal,
no entanto sdo refratarias ao Bgpis ndo possuem receptores especificos para reat&n
no epitélio intestinal (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 292). E importante ressaltar que a
atividadein vivo do Bsp é diretamente correlacionada com a afieidblligacdo observada
entre a toxina Bin e o receptor (SILVA-FILHA et,&l997). Ainda ndo foram elucidadas as
etapas que sucedem a ligacdo da toxina ao recgqu@m a partir de 15 minutos apés a
ingestao do cristal protéico, podem ser observali@scdes nas células epiteliais do intestino
das larvas, como destruicdo das microvilosidadescualizacdo citoplasmatica,
intumescimento das mitocondrias e alteracbes dicutet endoplasmatico rugoso, com
subsequente morte das mesmas (CHARLES, 1987; DEQUé&Lal., 2008; SINGH; GILL,
1988). Estudos recentes mostraram que a toxinad3pecificamente o componente BinA
teria capacidade de formar poros em sistema de maambartificial como lipossomas

(SCHWARTZ et al., 2001). Também foi possivel regise imunolocalizacado da toxina Bin
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no interior das células epiteliais de larvasQldex tratadas com uma dose letal, sugerindo
uma possivel internalizacdo da toxina (SILVA-FILHRPEIXOTO, 2003).

2.5.3 Receptor da toxina Bin

O receptor da toxina Bin presente no mesénte@xd@ipiense Cx. quinquefasciatys
principais espécies-alvo do Bdpj caracterizado e é umeglicosidase (EC 3.2.1.20) de 60
kDa, com 580 aminoéacidos, ligada a membrana agdwapitélio intestinal, através de uma
ancora do tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI) ARBOUX et al., 2001; PAUCHET et al.,
2005; ROMAO et al., 2006; SILVA-FILHA et al., 1999) receptor nestas espécies citadas
acima foram denominados Cpml e Cgml, em referéacidCx. pipiens ou Cx.
quinquefasciatysmaltase 1”, respectivamente. O gene que codifieeptor nestas espécies
possui aproximadamente 1870 nucleotideos. A se@iénmpleta do genegml, obtida de
uma colbnia d&. quinquefasciatusensivel ao Bsp, inclui uma regido 5’ néo tradudiel®2
pares de bases (pb), uma regido codificante de AE48m primeiro intron de 50 pb e outro
que foi previsto mas nao identificado. Além dissogene apresenta uma regido 3’ nao
traduzida com tamanho variando entre 54 e 76 mjueopode estar associado a presenca de
dois sitios de poliadenilagdo. A sequiéncia comptiiagenecqgml esta disponivel no
GenBank sob o nimero de acesso DQ333335 (ROMAQ.,e2G06).A distribuicdo dos
receptores no meséntero é regional e ocorre palmegnte no ceco gastrico e o intestino
posterior na maioria das espécies @elex susceptiveis (CHARLES et al.,, 1996). As
sequéncias do cDNA dgomle cgmlpossuem 1871 e 1851 pares de base, respectivamente,
com uma regido codificante de 1743 pb, e estaositepas no GeneBank sob os niumeros de
acesso AF222024 e DQ333335 (DARBOUX et al., 2002MRO et al., 2006). A sequiéncia
de aminoacidos do receptor Cqm1 compartilha umatidkde de 97% em relacdo ao Cpm1l e
de 78%, 70% e 65% com maltases ortdlogashde gambiag Ae. aegyptie Drosophila
melanogasterrespectivamente (ROMAO et al., 2006). Recenteeyanha proteina ortéloga
aos receptores Cpml e Cgml foi encontradaAem gambiaee denominada Agm3. A
sequéncia de aminoacidos do Agm3 apresenta altalbgia com as sequéncias do Cgml e
Cpml, principalmente na regido N-terminal, ondesp@dmente esta localizado o sitio de
ligacdo a toxina Bin (OPOTA et al., 2008; ROMAO at, 2006). O reconhecimento e a
ligacdo da toxina Bin ao receptor sdo consideratisas chave na acdo do Bsp em larvas de
mosquitos (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992; NIELSENEROUX et al., 1995).
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O perfil de a-glicosidases um extrato total de larvas @g. quinquefasciatus
susceptiveis, detectado através de um ensaio dicrragel, € composto por cinco bandas
de clivagem correspondentes as proteinas com adieatglicosidase (Figura 3, S). Larvas
da colénia CqRL1/2362, cuja resisténcia consisteaumséncia dax-glicosidase Cgml no
microvilli intestinal, diferem em apenas uma banda, correlgnd@ ao receptor Cgm1l (Figura
3, R) (ROMAO et al., 2006). Outros dados relatiéosesisténcia, devido & auséncia do

receptor Cgm1l no epitélio intestinal de larvas, d&srritos no item 2.6.

S R S R
— — w© - — u
A B G2 [
&2 62
48 45 4 4

Figura 3 - Perfil dasa-glicosidases presentes em larvasQidex quinquefasciatusensiveis (S) e
resistentes (R) aBacillus sphaericus
Nota: A: Ensaiodn gel dea-glicosidases foram realizados com amostras datexiotal de larvas de

S e R.B: Imunodeteccdo das amostras mostrada®ierom anticorpo antii-glicosidase Cgml
Setas indicam o receptor Cqm1. Peso molecular esrgkdireita.
Fonte: Romao et al. (2006), modificado.

2.6 Resisténcia a toxina Bin

Populacdes de larvas deulex podem apresentar resisténcia ao Bsp apds serem
submetidas a forte pressao de sele¢do, sob cosdigdmboratorio (AMORIM et al., 2007,
GEORGHIOU et al., 1992; PEl et al., 2002; RODCHAROBMULLA, 1994; WIRTH et al.,
2000) ou de campo (MULLA et al., 2003; RAO et 4995; SILVA-FILHA et al., 1995;
SINEGRE et al., 1994; YUAN; ZHANG; LIU2000) (Tabela 1). Estes resultados apontam
para a necessidade de racionalizar o uso do Bfp) de evitar a sele¢cédo de populagdes
resistentes.

A primeira populacdo resistente obtida sob condicde laboratorio, GEO, foi
submetida a forte pressdo de selecao e atingiuiveh e resisténcia da ordem de 100.000
vezes, em relacdo a colbnia susceptivel (GEORGHITA).,, 1992; WIRTH et al., 2000). Em
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outro estudo realizado em laboratério, foram sefemmias duas coldnias dEx.
quinquefasciatysno Brasil e na Chingjue atingiram um alto nivel de resisténcia (>100)00
(PEI et al., 2002). Também foi demonstrado que ssipel selecionar a resisténcia ao Bsp
cepa IAB59, sob condi¢des de laboratorio, embaia sdecao tenha ocorrido de forma mais
lenta em relacdo ao Bsp 2362, o nivel de resistéobegou a mais de 40.000 vezes
(AMORIM et al., 2007). Em campo, ja foram detectagapulacdes com niveis de resisténcia
variaveis na Franca (CHEVILLON et al., 2001; SINH&GRt al., 1994), india (RAO et al.,
1995), China (YUAN et al., 2000), Tunisia (NIELSERROUX et al., 2002) e na Tailandia
(MULLA et al., 2003). O processo de selecdo dastéscia em populagbes de campo €
modulado por diversos fatores que incluefmackgroundgenético da populacao, tal como a

freqUéncia inicial de alelas bem como fatores ecologicos e ambientais.

2.6.1 Mecanismos e base molecular da resisténcia

A investigacdo de algumas populagbes mostrou queecanismo de resisténcia
detectado com maior freqiiéncia esté relacionadma falha na etapa de ligacdo da toxina
Bin aos receptores (Tabela 1), destacando o pa&sth anolécula no modo de acdo do Bsp
(NIELSEN-LEROUX et al., 1995, 1997; OLIVEIRA et aR004). Possivelmente existem
outros fatores envolvidos, pois ja foram detectgugmilacdes altamente resistentes ao Bsp,
tais como a SPHAE e a TUNIS (Tabela 1), que poss@eeptores funcionais no epitélio,
porém estes mecanismos ainda ndo foram eluciddAdBs $EN-LEROUX et al., 1995, 1997,
2002).

A base molecular da resisténcia foi estudada ens do#nias selecionadas sob
condi¢des de laboratério, GEO (EUA) e CqRL1/2362aé8), e em uma populacdo natural
denominada BP (Franca). As trés colonias séo aftemesistentes ao Bsp e exibem um
mecanismo de falha de ligacdo da toxina ao recépl@RBOUX et al., 2007; NIELSEN-
LEROUX et al., 1995, 2002; OLIVEIRA et al., 2004EPet al., 2002; WIRTH et al., 2000).
No caso da colonia GEO d&. pipiens uma transi¢do, adenina/timina, na posi¢cao 1706 do
genecpml (alelo cpmXkeo) gera um codon de terminacdo de traducdo premétuamdo a
producdo de uma proteina de 568 aminoacidos séarataliumen intestinal e desprovida de
ancora GPI (DARBOUX et al., 2002). Por esta razém ha receptores ligados ao epitélio

intestinal e, consequentemente, a toxina Bin né&esapta acéo inseticida.
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Na colbnia CgRL1/2362 d€x. quinquefasciatyso genecgml apresentou uma
delecédo de 19 nucleotideos (d19) na posicdo 1233-{&lelocgm1-d19, que causa uma
mudanca na fase de leitura, gerando um codon deingdo de traducdo prematuro
(ROMAO et al., 2006). Neste caso, a exemplo danial&EO, a proteina produzida seria
solavel, impedindo a a¢édo da toxina Bin pois ndadtéptores disponiveis no epitélio. Ndo
foi possivel detectar a proteina truncada de 452a@nidos que seria codificada pelo alelo
cqmdl19 a partir de ensaios de imunodeteccédo, indicandoegta proteina possivelmente
nao é expressa nas larvas da colénia CqRL1/2362.

No caso da colénia BP da Franca, ocorrem dois esemt genepmlque levam a
resisténcia ao Bsp em larvas Gg. pipiens Os dois alelos foram denominadgeamke €
cpmkp—del O alelo cpmkp possui uma mutagdo sem sentido (GIn396Stop) ouee de
formacdo de um codon de terminacdo prematuro, dalococorre nas colénias GEO e
CqRL1/2362, ocasionando a sintese de uma proteineatla com 395 aminoacidos, sem a
ancora GPI. O outro aleloidentificado foi ocpmXkp—del, originado por uma inser¢cao de um
elemento transponivel ou transposon no éxon 2. ilBs&c¢do leva a um novo evento no
processamento do RNA mensageiro, e uma deleca®8&lphlocorre no éxon 2. Esta delecao
ndo muda a fase de leitura e, se 0 RNAm fossezidaluseria produzida uma proteina de 514
aminoacidos e ligada ao epitélio intestinal, petenia a sequéncia da ancora GPI na porcéo
C-terminal. Entretanto, por razbes desconhecidagroteina codificada por este alelo é
incapaz de se ligar a toxina Bin, e uma das pdsktes € que a delecdo de 198 pb afete o
sitio de ligacao do receptor ou cause mudancasmfarmacao da molécula (DARBOUX et
al., 2007).

2.6.2 Manejo da resisténcia

A maioria das estratégias de manejo tem sido debeda a partir de modelos que
assumem que a frequéncia inicial de alelesm uma dada populacédo € baixa e a heranca
desta caracteristica € recessiva, como ocorre ewaslade Culex resistentes ao Bsp
(AMORIM et al., 2007; NIELSEN-LEROUX et al., 1992002; OLIVEIRA et al., 2004,
WIRTH et al., 2000). Nielsen-LeRoux et al. (200Bntbnstraram que ocorre resisténcia
cruzada entre varias cepas do Bigpalta toxicidade (2362, 1593 e C3-41), pois extaas
produzem unicamente a toxina Bin como fator toXBEQUINO-DE-MURO; PRIEST, 1994;
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PRIEST et al., 1997). As pequenas diferencas naésetp de aminoacidos das toxinas Bin
do Bsp das cepas acima ndo sdo importantes nauestel funcdo do complexo toxina-
receptor e, consequentemente, da atividade laavidid entanto, larvas altamente resistentes
as cepas 2362, 1593 e C3-41 do Bppesentaram susceptibilidade a cepa IAB59, ptés es
cepa possui um outro fator toxico, além da toxima 8s toxinas Cry48Aa e Cry49Aa que sao
capazes de eliminar os individuos resistentes (BO&R&l., 2007; NIELSEN-LEROUX et al.,
2001; PEl et al., 2002).

No caso de ocorrer a selecéo de resisténcia enpapuacao exposta ao biolarvicida,
é possivel interromper e reverter este processwéstrda introducdo de um novo agente de
controle em sistema de rotacdo, com modo de agdmtdi do Bsp, como o Bti com a
capacidade de eliminar os individuos resistenteBIL(IM\ et al., 2003; SILVA-FILHA,;
REGIS, 1997). Também se admite, devido a heranggssva do alel, que individuos
resistentes homozigotos podem acasalar com sussiepthomozigotos, presentes na
populacdo, devido a reflgios ndo tratados ou piemtes de migracdo, dando origem a
heterozigotos que podem ser eliminados pela ac&sdamu outro agente de controle. Além
da rotacdo de agentes com principios inseticidiesedites, outra estratégia utilizada para
evitar a selecdo da resisténcia ao Bsp é o usoistaras do Bsp e Bti, que reduziria o risco
de selecédo por ser um conjunto mais complexo daasxnseticidas (MULLA et al., 2003).
A avaliacdo do sucesso dessas estratégias depesmleréonitoramento da resisténcia ao
longo dos programas de controle de vetores. Estetonamento pode ser realizado a partir
de ensaios de susceptibilidade vivo, ensaios bioquimicos para avaliar a expressao de
moléculas alvo de inseticidas e analise da freqaé&tecalelos de resisténcia antes e durante o
tratamento. E importante ressaltar que o ensaguseeptibilidadén vivo de larvas, método
mais utilizado, ndo fornece informacdes segurastqua selecdo de resisténcia em estagios
iniciais, pois falham em detectar individuos hetgyotos para os alelas Por estas razées,
medidas de monitoramento baseadas no estudo daéfeg de alelog, a partir de
ferramentas moleculares, sdo mais informativas tquam estado real de susceptibilidade de

uma populacao.
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Tabela 1 — Colbnias deCulexsp. selecionadas sob condi¢des de laboratérig (uapopulacdes de campo expostas ao tratamento &aillus
sphaericugjue apresentaram altera¢des na susceptibilidaste agente.

Colbnia ou ) ) Razao de Ligagéo Forma de _
Pais Origem o _ Alelor . Referéncia
populagéo resisténcid toxina-receptor heranca
GECO' EUA Lab >100.000 Nao cpmkeo R/A Nielsen-LeRoux et al. (1995)
CqRL1/2363 Brasil Lab >100.000 N&o cqml-di9 R/A Oliveira et al. (2004)
CqgRL2/IAB59  Brasil Lab ~40.000 N&o cqml-di9 R/A Amorim et al. (2007)
RLCql/C3-41  China Lab >100.000 N&o ND R/A Oliveira et al. (290
Kochi* india  Campo =150 ND ND ND Rao et al. (1995)
Coqué Brasil Campo ~10 Sim ND ND Silva-Filha et al. (1995)
SPHAE Franca  Campo >20.000 Sim ND R/S Nielsen-LeRoat.€1.997)
RFCqt China Campo >20.000 ND ND ND Yuan et al. (2000)
TUNIS? Tunisia  Campo ~750 Sim ND R/S Nielsen-LeRoux et al. (2002)
< cpmike _
BP? Franca  Campo >5.000 N&o R/S Nielsen-LeRoux et al. (2002)
cpmkp-del
Wat Pikulf  Tailandia Campo  >125.000 ND ND ND Mulla et al. (2003)
ICx. quinquefasciatus
Cx. pipiens

3Razdo entre a concentracao letaBdsphaericugpara 50% (LGy) das larvas em 48h da colénia avaliada e g bBservada para uma colénia susceptivel usada cefer@ncia
no estudo.
‘R/A: Recessiva autossOmica; R/S: Recessiva ligad&xo.

ND: ndo determinado.
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2.7 Frequéncia de alelos que conferem resisténcia

A caracterizacdo do mecanismo de resisténcia aatelmses genéticas é fundamental
para o desenvolvimento de ferramentas moleculags pletectar e monitorar genes
associados a resisténcia. Sabe-se que um dossfateterminantes para a evolugdo do
processo de selecdo é a frequéncia inicial do®salgue conferem a resisténcia em

populacdes naturais, bem como seu modo de heranca.

2.7.1 Resisténcia a inseticidas quimicos

Ferramentas moleculares tém sido desenvolvidabca@as para o0 monitoramento da
resisténcia de espécies de insetos como o0 hemidigros persicaeCx. quinquefasciatus
An. gambiaeaos piretroides e ao DDT (ANSTEAD et al., 2004JUMP et al., 2004; XU et
al., 2006). A resisténcia nestes insetos podecasianada por uma reducao na sensibilidade
do sitio alvo destas moléculas, a proteina do cdmakdédio no sistema nervoso. Este
mecanismo, denominado “knockdown resistandelt)( foi identificado primeiramente no
dipteroMusca domestica ocorre por uma substituicdo de uma leucina por igmidalanina
Leul0l1l4Fenkdr), ou de uma metionina para uma treonina Met9183uper-kdy, devido as
mutacdes no gene do canal de sodio (WILLIAMSON lgt 1096). A Met918Thr ocorre
unicamente em insetos que ja possuem a LeulOldRementa consideravelmente seu nivel
de resisténcia e, por este motivo, o fenétipo @emadosuper-kdr(JAMROZ et al., 1998;
WILLIAMSON et al.,, 1996). A partir da caracterizac@lestas e de outras mutacoes em
moléculas alvo de inseticidas quimicos em varigeaes, € possivel desenvolver testes
diagnésticos através de PCR alelo-especifica paaléan o statusde resisténcia e freqiiéncia

alélica em populacdes destes insetos.
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2.7.2 Resisténcia as toxinasBacillus thuringiensis

Partindo para o campo dos biolarvicidas microbiagesmar a frequéncia inicial dos
genes de resisténcia a proteinas inseticidas témwsna tarefa mais complicada. Alguns
aspectos como 0 uso de bioensaios de susceptila)idae sao falhos em determinar alelos
em uma frequéncia muito baixa, bem como o escas#tecimento na caracterizacdo destes
alelos, impedem uma avaliagdo mais acurada datéesis. No entanto, alguns métodos
foram aplicados na determinacdo da frequéncia dm alem espécies de insetos-praga
coletadas antes ou apOs o plantio de cultivaresdénicas que expressam toxinas Cry do
entomopatégend. thuringiensis (Bt) (GENISSEL et al., 2003; GOULD et al., 1997;
TABASHNIK et al., 2000; WENES et al., 2006). O nedomais utilizado para avaliar esta
frequiéncia, denominado ;Fscreen”, foi proposto por Andow e Alstad (1998)e€iudo da
freqUiéncia do alelo é feito a partir de uma estimativa e, se for aersido por exemplo que
a frequiéncia inicial de um individuo resistenteeé16*, a avaliacdo de £@& 1d individuos
teria uma probabilidade de 95% de detectar um ds madividuos resistentes. O métoda “F
screen” consiste em (1) coletar fémeas de camsalacks; (2) manter a progéniedé cada
fémea separada e acasalar os adultos desta pragdreesi; (3) coletar os ovos obtidos dos
acasalamentos da He cada linhagem e submeter os neonatos da gdfagévaliacdo da
susceptibilidade; (4) fazer inferéncias quanto eqgiiéncia do alels a partir da analise
estatistica dos dados obtidos. Entretanto, € logstimar a freqiiéncia de alelos de resisténcia
recessivos a partir de bioensaios que s6 deteaamzigotos resistentes, pois sua freqiiéncia
€ proporcional ao quadrado da freqiéncia do aletmu seja, se esta freqiiéncia for muito
baixa, a amostra de individuos a ser analisadansaitéd grande.

Gould et al. (1997) realizaram uma avaliapaoa estimar a freqiéncia do alelem
populacdes de campo do lepidoptero praga do algheé#othis virescensconhecido como
lagarta-das-macas, em areas onde o algoddo Bt ada kido comercializado. ApGs os
bioensaios de 1.025 larvas da geracdocbncluiram que 3 foram heterozigotos para o
principal alelo de resisténcia e a freqiiéncia nqauagao foi de 1,5 x 10 Em populacgdes de
campo ddPectinophora gossypiellautro lepidéptero praga do algodao, coletadasstado
americano do Arizona, foi estimada uma frequénastdnte elevada de 0,16 para o alaio
ano de 1997 e, nos anos de 1998 e 1999, essa rnégiéaiu para 7 x e 0,

respectivamente. Devido a plantacdo do algodaocBtrer em grande escala no Arizona
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desde 1995, esperava-se um aumento desta freqindasi@nado por uma possivel pressao
de selecdo, porém isto ndo foi detectado (TABASHBIiII., 2000).

Um estudo realizado em populac¢des de outro lepidogdraga, a broca do colmo de
milho, Ostrinia nubilalis coletadas na Franca e nos Estados Unidos demongtre a
frequéncia do alelo foi inferior a 9,2 e 4,23 x 1Y) respectivamente (BOURGUET et al.,
2003). Estes dados diferem das altas frequénciagis encontradas pard. virescens
(GOULD et al., 1997) €. gossypielld TABASHNIK et al., 2000), levando a concluséo que
estes alelos séo raros naquelas areas @nhdeubilalis é a principal praga do milho
(BOURGUET et al., 2003).

Génissel et al. (2003) estimaram a frequéncia €lo aiem Chrysomela tremulgaum
coleoptero praga do alamBdpulus deltoidesP. trichocarpae P. nigra) arvore das florestas
boreais, em areas da Franca. Transgénicos Bt@wstia tém sido produzidos, mas ainda nao
foram utilizados na agricultura francesa. Estedestavaliou a frequéncia nas populacdes de
insetos de campo, de 1999 a 2001, antes de seatc@oim a toxina Cry3A produzida pelo
alamo Bt. As freqiiéncias obtidas foram de 1,7 X @t 1999, e 6,6 e 3,6 x 1@m 2000 e
2001, respectivamente. Quando as amostras forampadps, a estimativa global da
frequéncia do alelo para esta populacéo foi de 3,7 X°1Em outra amostra de insetos
coletados a 500 km do local da populacao antaitrequiéncia inicial do alelofoi estimada
em 1,13 x 18, estatisticamente similar aquela encontrada naulpo@io analisada por
Génissel et al. (2003) (WENES et al., 2006). Owstudo, realizado com o lepidoptero
Sesamia nonagrioidegpraga do milho, apontou que frequéncia de ald®sesisténcia a
toxina CrylAb, em populacdes da Espanha e Gréoiadé 8,6 x 13 e 9,7 x 10,
respectivamente (ANDREADIS et al., 2007).

Todos os trabalhos realizados anteriormente forasedrlos no uso da técnica de F
screen ou seja, na avaliacao dasceptibilidaden vivo da progénie de insetos coletados em
campo para deteccdo de homozigotos e a estimaihatérozigotos. Até o momento, apenas
dois trabalhos relataram o uso de uma ferramentacuoiar para avaliar a freqiéncia de um
alelo de resisténcia a um biolarvicida em populacdbaturais. Tabashnik et al. (2006)
analisaram por PCR alelo-especifica mais de 5.80a¢ deP. gossypiellacoletadas de
campos de algoddo nos Estados Unidos e ndo detractaenhum dos trés alelos de
resisténcia ja caracterizados para a toxina CrygA& freqiiéncia estimada foi de 3,0 ¥*10
Gahan et al. (2007), também através de uma abordagseada na PCR, investigaréin
virescenspara a presenca de um alelo que codifica a cajegceptor para a toxina CrylA,

que apresenta a inser¢cao de um retrotransposotiaisa resisténcia. Apos os testes de PCR
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em uma amostra de 7.000 individuos, o alelo dstéesiia ndo foi detectado e a frequiéncia
estimada foi de 7,0 x T0

Os dados sobre as frequéncias dos alelos de neségstetoxinas do Bt descritos nesta
secao, além de outros encontrados na literatueenfeeunidos na Tabela 2. Como pode ser
observado, a predicao de que a frequéncia de alsksa maior em populagbes sob presséo
de selecdo, em relacdo aquelas que nao foram egpstagente de controle, bem como que

alelos de resisténcia sdo raros, tém que ser réexdos.
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pragas, realizadas através de andlise,dereenou por PCR alelo-especifica.

Inseto Cultivar Bt Pais Método Frequéncia do alelo Referéncia
Heliothis virescens Algodao EUA K screen 1,5 x 10° Gould et al. (1997)
Pectinophora gossypiella Algodao EUA F;screen 0,16; 0,07 €0 Tabashnik et al. (2000)

Scirpophaga incertulas  Arroz Filipinas F, screen 3,6 x 10° Bentur et al. (2000)
Ostrinia nubilalis Milho EUA F;screen 3,9x10° Andow et al. (2000)
Helicoverpa zea Algodao EUA kK screen 39e4,3x18 Burd et al. (2003)

O. nubilalis Milho Franca Escreen <9,2x10 Bourguet et al. (2003)
O. nubilalis Milho EUA F,screen 4,23 x 1¢* Bourguet et al. (2003)
Chrysomela tremulae Alamo Franca F, screen 3,7 x 10° Geénissel et al. (2003)
C. tremulae Alamo Franca F, screen 1,13 x 10° Wenes et al. (2006)
Sesamia nonagrioides  Milho Espanha fscreen 8,6 x 10° Andreadis et al. (2007)
S. nonagrioides Milho Grécia Fkscreen 9,7 x 10° Andreadis et al. (2007)
P. gossypiella Algodéo EUA PCR 3,0x1b Tabashnik et al. (2006)
H. virescens Algodao EUA PCR 7,0 x 1D Gahan et al. (2007)
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3 JUSTIFICATIVA

O Bsp tem uma importancia fundamental no ambiteadrole de vetores, pois esta
sendo atualmente utilizado no Programa de ContloleCx. quinquefasciatugm areas
endémicas da filariose na cidade do Recife, alénoudeas areas no pais. Em virtude da
possibilidade de selecdo da resisténcia em popgatdiurais tratadas com este biolarvicida,
o desenvolvimento de ferramentas para detectarsadiel resisténcia ja caracterizados, como o
cgml1-d19 é importante para determinar a sua frequénciavédr do monitoramento de
populacdes de vetores antes e durante o tratam@éto. disso,a investigacdo de possiveis
polimorfismos na sequiéncia do geogml é fundamental para o conhecimento de bases
moleculares da resisténcia. O monitoramento daeptibdidade e avaliacdo do risco de
selecdo de resisténcia, através de meétodos tradisie ferramentas moleculares, sdo avangos

importantes para estabelecer estratégias adeqpadas controle de vetores.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual é a frequéncia inicial do alemml1-d19 que confere a resisténcia @x.
quinquefasciatugao biolarvicidaB. sphaericusem populag¢des naturais ndo tratadas e tratadas

com este agente?
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5 HIPOTESE

O alelo cgml1-d19 responsavel pela resisténcia dix. quinquefasciatusao
biolarvicida B. sphaericus identificado em uma colonia selecionada sob qdedi de
laboratorio, esta presente em popula¢gfes natueaxdquinquefasciatue sua frequiéncia €

maior em populagdes expostas ao tratamento conagstee.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Desenvolver ferramentas moleculares para o diaigooga resisténcia do vet@ulex
quinquefasciatuso Bacillus sphaericugBsp), que possam contribuir para o uso racional

deste biolarvicida em programas de controle dergsto

6.2 Objetivos especificos

a) Desenvolver um método especifico de PCR para detedlelo de resisténctaml1-d19

em larvas d€x. quinquefasciatus

b) Estabelecer a frequéncia do alelgml-d19em populagbes d€x. quinquefasciatus

naturais nao tratadas e tratadas com o Bsp, e canpasco de selecdo de resisténcia.

c) Determinar a freqiéncia de expressao do receptarlCem amostras das populacdes

naturais e correlacionar com a respectiva freqaégenotipica.

d) Analisar o polimorfismo da sequiéncia no gegmlem larvas de uma area tratada com o

Bsp para avaliar mutacdes potencialmente associadassténcia.
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7 MATERIAL E METODOS

Nas secOes seguintes estdo descritos os procedsnexperimentais relativos aos
principais aspectos analisados neste trabalhon&@es para avaliar susceptibilidade de
larvas deCx. quinquefasciatuao Bsp, método de PCR para deteccéo especificalelos
cgmlecgml-d19%m colbnias de laboratorio e populacdes naturaggies bioquimicos para
expressdo da-glicosidase Cgml e analise de polimorfismos déi&acjas do genegml
Todas as etapas foram realizade@s dependéncias do Departamento de Entomologia do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM/FIOCRO&squema abaixo apresenta as
populacdes selecionadas para avaliagcdo da susheptie ao Bsp e a realizagcdo das

respectivas analises (Figura 4).

POPULACOES

Areas urbanas Area rural ndo tratada

Nao tratadas
o Fazenda Nova
Varadouro-PeixinhoS

AVALIACOES

Susceptibilidadén vivoao Bsp
Frequéncia dos alel@gimle cqm1-d19
Frequéncia da-glicosidase Cqml

——» ( Polimorfismos na sequéncia do geqgenl

Figura 4 — Populacdes d€ulex quinquefasciatustilizadas neste traball® as respectivas analises
realizadas em relagéo ao monitoramento da susitijaiite aoBacillus sphaericu¢Bsp).
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7.1 Amostras deCulex quinquefasciatus

Neste trabalho foram utilizadas amostras de lardas duas colonias dé€x.
quinquefasciatusnantidas em laboratorio, sendo uma susceptiveltra oesistente ao Bsp,
como referéncias para o desenvolvimento da PCR getex¢cdo especifica do alelgm1l-
d19 bem como para a avaliacé@o gel da expressao da-glicosidase Cgml. Larvas das
populacdes naturais foram analisadas quanto aénetpido alelagml-d19 da expressao
do receptor Cgml. Dentre as quatro populacbesaistamalisadas, uma foi coletada em uma
area exposta a tratamentos com o Bsp, no ambit®rdgrama de Controle de Vetores

realizado pela Prefeitura do Recife, e trés foramvgnientes de areas nao tratadas.

7.1.1 Colbnias de laboratorio

No insetario do Departamento de Entomologia do OWgAo mantidas duas colbnias
deCx. quinquefasciatude referéncia em relacéo a susceptibilidade ao Bsp:
CqgSF. Colbnia susceptivel ao Bsp, estabelecida a p#atimvos coletados em criadouros de
areas urbanas do Recife e mantida ha mais de Ehanasetario.
CqRL1/2362 Colbnia que apresenta um alto nivel de resisédi00.000) ao Bs2362
obtida através de pressdo de selecdo em laborgBiEbet al., 2002). O mecanismo de
resisténcia caracterizado nesta colonia é a aaséocieceptor Cgm1l no epitélio intestinal e
sua base molecular é uma delecédo de 19 nucleotidegsnecqm1(OLIVEIRA et al., 2004;
ROMAO et al., 2006)

Estas col6nias sdo mantidas no insetario sob aiseg condigdes: temperatura de 26
+ 1 °C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo 12:12 ta/iidite). Os adultos sé&o
alimentados em solucédo de sacarose a 10% e o oepasfjlineo das fémeas € feito em
Gallus sp. As larvas sdo mantidas em agua mineral e datdas com racdo para gatos

autoclavada (Whiskas®).
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7.1.2 Populagdes naturais

Populacéo tratada(T). A populacéo T foi proveniente do bairro de Aguim fRa cidade de
Recife, que é uma area endémica para a filariaggresentou uma prevaléncia de 6,5% em
um inquérito epidemioldgico prévio (MACIEL et al996). Desde 2003, esta area tem sido
alvo do Programa de Controle da Filariose realizaglo Centro de Vigilancia Ambiental
(CVA) da Secretaria de Saude do Recife. Este pnogranclui o tratamento da populacao
humana com a droga antiparasitaria dietilcarbaraa@t=C) e aplicacdo de medidas para a
reducdo da densidade populacionaldo quinquefasciatu®entre as acdes adotadas para o
controle do vetor, o tratamento de criadourode quinquefasciatudesta area com o Bsp
(Vectolex G®, Sumitomo Chemical) vem sendo realivatbsde marco de 2003, sob
responsabilidade do subprograma de Controle dor\so Filariose. Cerca de trés mil
criadouros, na sua maioria fossas sépticas, forapeatos em uma area de 1,14 .k@s
tratamentos com o Bsp (3-5 ¢fnsdo realizados bimensalmente em todos os criadou®s
apresentam condi¢cdes operacionais para serem dsa(&LVA-FILHA et al., 2008). A
avaliacdo da susceptibilidade vivo desta populacao foi feita a partir de amostrald@as
coletadas em maio/2005, margo/06, setembro/06ik0&@hrapds 13, 18, 21 e 24 tratamentos
com o Bsp, respectivamente. Foram avaliadas aérexgl do alelagm1-d19e a expressao
do receptor Cgm1l em dois momentos, maio/2005 &200V. As amostras foram coletadas
pela equipe de campo da FUNASA através da instalagh ovitrampas em domicilios
localizados em diversas ruas da area de estudmdegetodologia de Barbosa et al. (2007).
Populacdes néo tratadas (NT)Estas populacdes foram selecionadas de acordoocom
critério de auséncia de tratamento com o Bsp, imdwolo pelo CVA da Secretaria de Saude do
Recife. As amostras de duas areas da Regido Meétam@o do Recife, Varadouro e
Peixinhos, foram coletadas segundo metodologia debd3a et al. (2007). A terceira
populacdo NT foi proveniente da cidade de FazermlaaNocalizada no municipio de Brejo
de Madre de Deus, na regido agreste do EstadordarReuco a cerca de 180 km de Recife.
Neste caso, amostras heterogéneas, compostas de lam@s e pupas foram coletadas
diretamente em criadouros @G&. quinquefasciatuecalizados em uma propriedade rural.

O material biologico coletado previamente das pagigs T e NT foi mantido no
insetario sob as condi¢Ges descritas no item até.a obtencado de lavas da geragaou,
para realizacdo dos bioensaios. Larvas de 4° estadhm armazenadas a —70 °C para

posterior analise da frequéncia do alin1-d1% da expresséao do receptor Cgmi.
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7.2 Bioensaios

Os bioensaios, para avaliar a susceptibilidaderivo das larvas das populacdes
estudadas, foram realizados no ambito do ServignoNal de Referéncia em Controle de
Culicideos Vetores, do Depto. de Entomologia doANREFIOCRUZ.

O método consiste em submeter larvas jovens dees#ddio a uma série de
concentracdes de uma suspensédo do po padrao SPB@8t Pasteur, Franca) composto de
cristais e esporos liofilizados do Bsp cepa 23624& horas, de acordo com protocolo da
Organizacdo Mundial de Saude (1985). Vinte lareaam colocadas em recipientes contendo
100 mL de agua contendo diferentes concentracossisteensao bacteriana e trés replicatas
foram realizadas para cada uma das seis concesdgrdedtadas. Um grupo controle nao
tratado, formado por trés replicatas, foi testado gada experimento e o bioensaio para
avaliacdo de cada populagéo foi repetido pelo mééssvezes. As concentracdes letais do
Bsp para 50% (Clg) e 90% (Clyg) das larvas, apos 48 h, foram estabelecidas atrdaé
analise de probites usando o programa SPSS 1020 \Wardows (SILVA-FILHA et al.,
2008).

7.3 PCR especifica para deteccéo dos aletmpnl e cqm1-d19

Nesta etapa foi estabelecido um método especifeoP@R para avaliacdo da
frequéncia do aleleagm1-d19em amostras de larvas utilizando como referémdaviduos
das colonias mantidas no insetario e, posteriomearh amostras das populacdes naturais.
Para evitar problemas de contaminacdo com aciddgicos e subseqiente amplificacdo de
fragmentos génicos ndo especificos, os procedimel@extracdo de DNA, reacdo de PCR e
separacao eletroforética foram realizados em arndsedistintos, segundo procedimentos

padronizados através de um fluxograma (Figura 5).
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1 EXTRACAO DE DNA:
« Extracdo feita no ambienté; 1
e Limpeza da bancada com

hipoclorito a 0,2% e alcool a 70%;

» Uso do conjunto de pipetas 1; 2 PCR ALELO-ESPECIFICA:

. Uso de reagentes exclusivos; * Mix de PCR preparado em fluxo ng

x . ambiente
* Maceracédo de larvas com ponteiras 2

descartaveis: * Uso do conjunto de pipetas 2;

. Uso de jaleco descartavel. * Uso de ponteiras com barreira;
» Esterilizacdo do fluxo e de pipetas, antes e
apos o uso, com luz ultravioleta e RNage
away® (Invitrogen).
4 REGISTRO DO RESULTADO:
* Fotodocumentacdo do gel no

ambiente 2

3 ANALISE DOS FRAGMENTOS
DE PCR:
* Preparacdo de gel de agarose
2,5% no ambiente®3

 Separacdo  eletroforética no

ambiente ¢

Figura 5 - Fluxograma para realizacdo das etapas do protoeoCR especifica para detec¢éo dos
aleloscgmlecgm1-d19

Nota: Ambiente localizado no Nicleo de Plataforma Tecogiokd do CPqAM;bambientes 2,3e4
localizados no laboratério do Departamento de Eatogia — CPgAM.

7.3.1 Extracdo do DNA de larvas

A extracado do DNA gendmico foi realizada de acardm Ayres et al. (2002). Larvas
do 4° estadio das amostras sob estudo foram masdratividualmente em 400 pl de tampéo
de lise (NaCl 0.4 M, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 e EDTAmM, pH 8,0), 7 pl de solucdo de
proteinase K (10 mg/ml) e 72 ul de SDS a 10%. Gewlastra foi incubada a 65 °C, por 16 h.
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Apos a adicdo de 420 pl de NaCl 5 M a suspensamaastra foi homogeneizada por 1 min,
seguida de centrifugacao a 10.@PPor 20 min. O DNA foi precipitado do sobrenadaagpés

a adicdo de igual volume de isopropanol, em segundabado a —20 °C por 1 hora e
centrifugado a 10.009 por 20 min. O sedimento foi lavado com etanol &,/8eco e
recuperado em 100 ul de tampao estéril TE® (Ingén) composto de Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0.

7.3.2 Reagéo de PCR

Primeiramente, a PCR alelo-especifica foi estalmdes partir de amostras do DNA
extraido individualmente de larvas susceptiveissestentes respectivamente das colbnias de
referéncia mantidas no insetario, CqSF e CgRL1/2368ips6tese era detectar individuos
sensiveis e homozigotos para o alaonlna colénia CqSF, ao passo que larvas resistentes
da colénia CgRL1/2362 foram usadas para caract@ozdo alelagml-d19%m homozigose.
Larvas da progénie F1 resultantes do cruzamentandidbgduos das coldnias acima foram
analisadas, a fim de caracterizar individuos heigotos que portariam ambos os alelos.

As reacdes de PCR foram realizadas em um voluraé dm 25l contendo 0,2 mM
de cada dNTP, 1,M de cadaprimer especifico descrito abaixo, 2,0 U de Platinliay
DNA Polimeras® (Invitrogen) em tampao fornecido pelo fabricanteg-HCI 20 mM, pH
8.4, KCI 50 mM, MgC} 1,4 mM), além de 100 ng do DNA molde extraido imdiialmente

das larvas. Cada amostra foi amplificada em umdeictador BIOMETRA®R programado
para uma etapa de desnaturacdo a 94 °C por 3eguids de 35 ciclos a 94 °C por 50 seg, 55
°C por 50 seg e 72 °C por 120 seqg, e uma etapadaa2 °C por 10 min. Os produtos
amplificados foram analisados por eletroforese @ndg agarose a 2,5% em tampéao de
corrida TBE (Tris 45 mM, acido borico 45 mM, EDTAMM pH 8,0), corado com brometo
de etideo e visualizado em um transiluminador deiltravioleta (UV).

Para a amplificacdo de um fragmento a partir ddoatgml ou cqgml-d19 foi
utilizada a associacdo doprimers especificos, contendo sitios de restricdo, 5'-
CGAGAATTCATGCAGGACTTCAAAGAG-3 e 5'-
GCACTGCAGGGAAGTGGTGGAAGGTAC-3'. Estesprimers foram desenhados para
anelar em regides do gengmlque flanqueiam a dele¢do de 19 nucleotideos nZgwosi
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1257-1275, segundo a seqiiéncia deste gene (ROMAD, 8006). O tamanho esperado do
fragmento amplificad@ partir do DNA molde de individuos que apresentapealelocqml
foi de aproximadamente 190 pares de bases (pl®,1&H pb para o alelbgm1-d19 Nesta
etapa, alguns fragmentos génicos obtidos forameseiados para a confirmacdo de sua

identidade, conforme método descrito no item 7.5.2.

7.3.3 Deteccao do aletmm1-d19%m populacdes naturais

ApoOs o desenvolvimento da metodologia para deteesgecifica do alelogm1-d19
em larvas de colbnias cujo gendtipo era conhecidsegunda etapa foi avaliar a frequéncia
deste alelo em amostras de popula¢des naturaimdaseem uma area tratada e em trés néo
tratadas com o Bsp. A andlise foi realizada a pddi DNA extraido individualmente das
larvas do 3° ou 4° estadio de acordo com a metgaottescrita no item 7.2.1. Nas reacdes de
PCR, o controle positivo utilizado foi 0 DNA deVas resistentes que apresentaram o alelo
cgml-d19em homozigose, e 0s negativos foram uma amostnaocBDNA doAe. aegyptia
partir do qual ndo é possivel a amplificacdo dizgaggmento génico e uma amostra sem conter
DNA molde. Alguns fragmentos génicos correspondeatamplificacdo a partir dos alelos
cgmle cgml-d19também foram sequienciados para confirmar a idafgidibs mesmos,
segundo metodologia descrita no item 7.5.2.

A partir dos dados obtidos na analise dos gendtipsdarvas das populac¢des naturais,
as freqiiéncias observadas e esperadas foram dalsuéa o teste qui quadradg)(foi
aplicado para avaliar se as populagfes estavamyaitibeéo para o genegml A formula

utilizada para o testg foi:

X=X [(0- ey /e]
Sendoo e e as frequiéncias observada e esperada para cadtipger®@s valores dg’

encontrados para cada populacdo foram comparadog® tabelado, de 3,841, com

significancia de 5%. Valores iguais ou acima delB,Bidicam que a hipotese de equilibrio
entre as frequéncias observadas e esperadas deegegada. O equilibrio populacional, ou

seja, uma distribuicdo equilibrada dos gendétipogsagada geracdo, leva em conta varios
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fatores, dentre eles, o fluxo génico e a press&eldeado sao os pontos mais relacionados ao
modelo estudado.

7.4 Ensaios det-glicosidasein gel para detecgéo do receptor Cqml

O receptor Cgm1l da toxina binaria € umglicosidase (E.C. 3.2.1.20) cuja presenca
em amostras de larvas pode ser avaliada atravéssdgos de atividade enziméaticagel
(ROMAO et al., 2006). A primeira etapa desta aedlisi testar grupos de amostras
conhecidas de larvas das colonias CqSF e CqRL1/23®B2 de confirmar que os individuos
susceptiveis expressamoaglicosidase Cqgml, enquanto que esta proteina dateétada em
larvas resistentes. Na segunda etapa, larvas gatagdes naturais foram analisadas a fim de
correlacionar a frequéncia dos genotipos e expogsséitiva ou negativa dacaglicosidase
Cgml.

As larvas foram maceradas individualmente eml 8e tampédo PBS (NaRO, 2,1
mM, NagHPO, 14 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) e solubilizadas eml 5le tamp&o de amostra
de Laemmli (1970), sem conter o agente redutort@aercaptoetanol e sem aguecimento. A
separacdo eletroforética das amostras foi realizaelma SDS-PAGE a 8%
(acrilamida/bisacrilamida 30%, Tris-HCI 1,5 M; pkB8Tris-HCI 0,5 M; pH 6,8; SDS 20%),

a 20 mA de corrente e a 4 °C. Apés a separacaggisgoram incubados em solucdo aquosa
de Triton X a 2,5% por 13 minutos a temperaturaiantb e esta etapa foi repetida 2 vezes.
As lavagens com o Triton tém a funcéo de remowexaesso do Tris das amostras, pois este
composto é um inibidor de atividadeglicosidase. Em seguida, os géis foram incubados e
tampao citrato-fosfato 100 mM pH 6,5 contendo 2 advsubstrato 4-metil-lumbeliferd-D
glicopiranosideo (M9766, Sigma), durante 20 mirv&@, sob leve agitacdo. Os géis foram
visualizados em um transiluminador de UV. Atravéstd ensaio, seria possivel distinguir
larvas com fenétipo sensivel ou resistente, poimrada de clivagem correspondente-a

glicosidase Cgm1 pode ser claramente discriminada.
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7.5 Sequenciamento do geregm1

O objetivo desta etapa foi avaliar o polimorfismoogenecqmlatravés de analises de
sequéncias de larvas da populacdo tratada de AgaaFeram analisados 15 individuos
coletados em maio de 2005, ap6s 13 tratamentosoc@sp. Destes individuos, 10 foram

agrupados para a extracdo do DNA e cinco foram stidbos a extracéo individual.

7.5.1 Purificacao dos produtos de PCR e clonagegede

Apéds a extracdo do DNA total das larvas e ampliicado genegmlcom primers
especificos (5-CGAGAATTCCTCCGAGCAAGATGCGA-3 e 5-
GCACTGCACATTACGCCTGTATCAGCC-3"), conforme descritos nos isen.3.1 e 7.3.2,
os fragmentos amplificados, correspondentes ao ggmd foram submetidos a purificacédo
com o Kit GFX DNA and Gel Band Purificati®h(GE Healthcare). Ogrimerspermitiram a
amplificacéo total do germymle foram desenhados a partir da sequéncia deseriRoenao
et al. (2006) e depositada no GeneBank sob o numeracesso DQ333335. O vetor
plasmidial de clonagem utilizado foi o pGEM-T EasyRromega). A combinacéo vetor
plasmidial/fragmento de PCR foi tratada com T4 DINfasé® (Promega) a 3 Y. Apos a
etapa de ligacdo, o DNA plasmidial foi empregado trensformacdo de bactérias
eletrocompetentegk6cherichia colicepa DH10B). Algumas coldnias foram seleciona@daa p
realizacdo de mini preparacdes de DNA plasmidialdsho crescimento de uma coldnia em
meio Luria-Bertani por 16 horas a 37 °C, as célfdaam submetidas a extracdo de DNA
plasmidial por lise alcalina, segundo adaptacdenétodo de Birnboim e Doly (1979). Em
seguida, as mini preparagdes foram quantificadascaminhadas para o sequenciamento

automatico no Nucleo de Plataforma Tecnologica BEqAM.

7.5.2 Sequenciamento e analise do gene

Um total de 46 clones foi sequenciado, 16 corredpoies aos cinco individuos

avaliados separadamente e 3(aol de DNA extraido de 10 individuos. Para a quaatiiio
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das amostras, aliquotas de DNA plasmidial lineddZ@ram comparadas em gel de agarose
1% com quantidades definidas de marcador de pesecutar 1 Kb Plus DNA Ladder®
(Invitrogen). Para cada reacdo de sequenciamerdamfatilizados cerca de 40 ng de DNA
plasmidial e 1pl de cadaprimer a 3,2 uM. Para a reagdo dsequienciamento, foram
empregados oitprimersa fim de obter a sequéncia completa do gemel(Figura 6). Seis
primers internos para o genegml foram utilizados, além dogrimers especificos para o
plasmidio pPGEM®-T Easy(M13 forward e M13reversg (Quadro 1). A associagdo destes
oito primers permitiu amplificar fragmentos de aproximadames@® pb, cujas seqiéncias
foram agrupadas para obtencdo da sequéncia congaegenecgml Os eletroferogramas
das reacdes foram analisados através do progragMaBe(DNASTAR). Apds a analise e
refinamento manual das sequéncias, como o desgarsdguns polimorfismos que foram
decorrentes de erro de PCR durante a amplificaggofrdigmentos, os alinhamentos e a

analise de possiveis polimorfismos entre as seggrdos individuos foram realizados
através do programa MegaAlign e BioEdit.
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Figura 6 — Representacdo esquematica do gemele a localizacdo dos sgisimersinternos (setas
1-6) utilizados para o seqglienciamento deste gene.

Nota: Além dosprimersinternos, mais dois foram utilizados, Mfcddward (M13F) e M13reverse
(M13R), que sédo especificos para o plasmideo pGHRASY® (Promega). As sequéncias posers
internos estao descritas no Quadro 1.

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

Quadro 1 - Seqguéncias dgsimersinternos utilizados para o sequenciamento do ggme.

*Localizac@o do anelamento dpsmersque estdo na Figura 6 na seqiéncia do ggmé.
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8 RESULTADOS

Os resultados foram agrupados em trés blocos. i@epo consiste da avaliacdo da
susceptibilidaden vivo das populacdes dex. quinquefasciatuao Bsp. No segundo bloco
estdo apresentados os dados da analise da fregid@naielccqml-d19através da PCR alelo-
especifica, bem como da expressao do receptor @tpanés de ensaios enzimatitogel
por populacdo. No terceiro e ultimo bloco, estascdos os polimorfismos da seqiéncia do
genecgmlprovenientes de individuos da populacdo de Agis €xposta ao tratamento com

o Bsp.

8.1 Avaliacdo da susceptibilidaden vivo das populagbes

Os bioensaios foram realizados para avaliar a ptibdeladein vivo das populagbes
de Cx. quinquefasciatusio Bsp. Amostras de larvas de Agua Fria foram stiyadas
primeiramente apds 13 tratamentos (maio/2005) cdBsme mostraram uma concentracao
letal para 50% das larvas (). de 0,008 mg/l, 2,7 vezes maior em relacdo a ldm
referéncia CqSF (Tabela 3). Nas trés andlises qubates realizadas apés 18, 21 e 24
tratamentos os valores de 4 foram de 0,022, 0,014 e 0,026 mg/l, sendo estaalkh maior
alteracdo observada na susceptibilidade, 8,6 v@pelacdo a CqSF (Tabela 3). Os valores
de raz&o de resisténcia (RR) observados em Agagbdem estar relacionados a um estagio
inicial de selecédo de resisténcia ou apenas acg@®sanaturais na susceptibilidade ao Bsp.
Diferentemente dos valores obtidos a partir da,Chs RR em relagcdo as §lforam
semelhantes aos da colénia de referéncia CqSFinméxa 1, e ndo indicam alteragdo de
susceptibilidade das larvas (Tabela 3).

A susceptibilidade das populacbes de campo naadaatfoi similar a colénia de
laboratério CqSF. As Gk das larvas foram de 0,004, 0,012 e 0,011 mg/l Waradouro,
Peixinhos e Fazenda Nova, respectivamente (Tabhek Baior alteragdo encontrada foi na
CLso de Peixinhos, cuja RR foi cerca de quatro vezesaatdo a colbnia de referéncia
CqgSF. Os valores de RR encontrados nestas popslém@en menores aos encontrados para
a populacéo de Agua Fria, entretanto todos fordariames a 10, e ndo denotam alteracdes

significativas na susceptibilidade. Em relacdo &oChbserva-se que as populacdes nao
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tratadas ndo mostraram nenhuma alteracao, vistogjualores de RR foram menores ou

proximos a 1 ao longo das avaliag@es realizaddse(a3).
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Tabela 3— Atividade doBacillus sphaericu2362 (p6 padrdo SPH88) para larvas jovens detdfliesdeCulex quinquefasciatude uma colénia

de laboratério (CqSF) e de populacdes de campadtigtAgua Fria — AF) e ndo tratadas com. sphaericugVaradouro — VAR; Peixinhos —
PEIX; Fazenda Nova - FN).

] N° N° N° CLso" . Cloo’
Amostras  Periodo ) ) RR )
tratamentos ensaios larvas (Intervalo de confianca 95%) (Intervalo de confianca 95%)
CqSF - 0 6 2.580 0,003 (0,002-0,004) 1 0,038 (0M214) 1
Maio/05 13 3 960 0,008 (0,004-0,013) 2,7 0,020 (0,015-0,036) 0,5
Marco/06 18 3 1.020 0,022 (0,019-0,027) 7,3 0,044 (0,038-0,054) 1,2
AF
Setembro/06 21 3 1.320 0,014 (0,009-0,020) 4,7 0,035 (0,02549,0 0,9
Abril/07 24 3 1.140 0,026 (0,015-0,030) 8,6 0,084085-0,067) 1,2
VAR Janeiro/06 0 3 1.020 0,004 (0,003-0,005) 1,3 0,028 (0,021-0,060) 0,7
PEIX Agosto/07 0 3 1.020 0,012 (0,009-0,017) 4,0 0,@r620-0,036) 0,6
FN Junho/07 0 3 1.080 0,011 (0,005-0,028) 3,7 0,0221630,072) 0,6

2bConcentracao letal (mg/l) para 50% gglou 90% (Clgo) das larvas tratadas apos 48 h.

°RR: Razio de resisténcia entre a CL para cadaggfimitle campo analisada e aquela para a coloni CqS
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8.2 Ferramentas moleculares para avaliagéo da sugtiilidade ao Bsp

O primeiro resultado deste estudo foi 0 estabmlewio e a padronizacdo de um
método especifico de PCR para a detec¢éo dos abptoke cqm1-d19a partir de amostras
individuais de larvas d€x. quinquefasciatusApdés as primeiras analises, um protocolo foi
estabelecido para padronizar os procedimentos iexgetais visando reduzir o risco de
contaminacdo, desde a etapa da extracdo do DNAa abdtencdo e visualizacdo dos
fragmentos génicos amplificados. Os ensaios pagmadiacdo de atividade enzimatica
glicosidasein gel também foram padronizados a partir de amostrasidugis de larvas, a
fim de relacionar a frequéncia da expressao dgptec€gml com as frequéncias dos alelos
cgmlecqgml-d19

8.2.1 Deteccéo dos alelogmle cgml1-d19

Esta etapa foi realizada a partir do uso de lasiseptiveis e resistentes ao Bsp
provenientes das col6nias de referéncia CqSF e T@RE2, respectivamente. A aplicacdo
da PCR alelo-especifica mostrou que a partir do Di¢Roémico de larvas sensiveis e
resistentes foram amplificados fragmentos de taosudiferentes, como esperado. As larvas
da colénia CgSF apresentaram o aledpnl em homozigose e o tamanho dos fragmentos
amplificados foi de 190 pb (Figura 7, S), enquaaso larvas da colbnia CqRL1/2362
apresentaram fragmentos de 171 pb amplificadostat @a alelocgm1-d19%em homozigose
(Figura 7, R). Os individuos heterozigotos foramacterizados por apresentarem o0s dois
fragmentos amplificados a partir dos aletognle cqm1-d19(Figura 7, *). Os fragmentos
foram sequenciados e a identidade dos mesmos fdirrm@ada. Os resultados obtidos em
amostras de larvas conhecidas das colénias démefarmostraram que este método é eficaz
para identificar o alelo de resisténci@nl-d19e determinar sua freqiéncia em populacdes

naturais.
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8.2.2 Avaliacdo da expressaoakglicosidase Cqml

Foram realizados ensaios qualitativogiel para avaliar a expressao do receptor Cgm1l
em amostras individuais de larvas das col6niasefégéncia CqSF e CqRL1/2362. O perfil
das larvas susceptiveis mostrou cinco bandas tezdali dentre elas a-glicosidase Cgml
gue migra com peso aparente de 83 kDa, nas cosdsgiei-desnaturantes em que o gel foi
realizado (Figura 8, S). Larvas resistentes ao Bsp portam o alelccgml-d19 em
homozigose apresentaram um perfilodglicosidases similar ao de larvas sensiveis, excet
pela auséncia da banda catalitica correspondentee@ptor Cgml (Figura 8, R). A
discriminagdo entre larvas sensiveis e resisteptda, auséncia do receptor Cgml, mostrou
gue esta ferramenta pode ser usada para o mongotaua resisténcia de larvas@aexao
Bsp, relacionada a auséncia da expressao do Isitiolatoxina.

N
A @Q & B
@
PM
(pb)

S

300

200 - e -

100

Figura 7 — Separacao eletroforética de fragmentos amplifisgubr PCR a partir do gercgmlde
Culex guinquefasciatyem gel de agarose a 2,5%.

Nota:A: Fragmentos de 190 e 171 pb foram amplificadcsrérglo alelocgmlecgmi-d19%m larvas
susceptiveis da coldénia CqSF (S) e larvas reseste(R) aoBacillus sphaericusda col6nia
CgRL1/2362, respectivamentB: Individuos susceptiveis homozigotos (S), resisehomozigotos
(R) e heterozigotos (*) que apresentaram ambosraggmentos de 190 e 171 pb. Os controles
negativos da reacdo foram uma amostra com o DNAedies aegypt outra sem DNA mold&M:
peso molecular em pares de bases (pb). Os géis fasalizados em um transiluminador de luz
ultravioleta.
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8
Cgml83kDa>

Figura 8 — Deteccédo da-glicosidases (EC 3.2.1.20) em homogenados indivgdde larvas d€ulex
quinquefasciatus

Nota : As amostras foram submetidas a um SDS-PA&% aob condicbes semidesnaturantes e, ap0s
lavagens com triton 2,5% e incubac¢do com o substr&7 °C por 20 min, os géis foram visualizados
em um transiluminador de luz ultravioleta. A baodtalitica correspondentenaglicosidase Cgm1 de

83 kDa é exclusiva de larvas susceptiveis da @IQgSF (S), em larvas resistentesBaxillus
sphaericugia colénia CqRL1/2362 (R) esta banda néo foi tetiec

8.3 Frequéncia do alelocgm1-d19 e da expressédo do receptor Cgml em populacoes

naturais

A padronizacédo da técnica de PCR e dos ensaiogimampsin gelforam realizados e
estas ferramentas aplicadas para determinar aémeiido alel@gml1-d19% da expressao do

receptor CqmEm amostras de larvas de populagdes naturais.

8.3.1 Populagbes de campo néo tratadas

Nesta secdo, foram agrupados os dados das trésapdes de campo nao tratadas
analisadas neste trabalho. A amostra da populagd®aladouro, localizada na RMR,
constituida de 259 individuos submetidos a PCRo-@specifica mostrou a presenca de
quatro larvas heterozigotas e um homozigota palalocgm1-d19 a frequéncia deste alelo
foi de 1,16 x 16 (Tabela 4). O ensaio bioquimico mostrou que de2@e larvas avaliadas
trés delas ndo expressaram o receptor Cqm1l (Tdhelsste resultado reporta pela primeira
vez a deteccao de um alelo de resisténcia, nesteocaml1-d19 em uma populacdo dex.
quinquefasciatusao tratada com o Bsp. Dentre as trés populacéeampo ndo tratadas,

Varadouro foi a que apresentou a frequéncia magal alelacgqm1-d19



Diagnostico da resisténcia do ve@ulex.. Gigre, K. D. M. 57

A segunda populacéo néo tratada da RMR foi preveaido bairro de Peixinhos.
Foram analisados 192 individuos a partir da PCBndistico e trés foram heterozigotos para
o alelocgqm1-d19 Nenhum individuo homozigoto resistente foi idécddo nesta populacéo
(Tabela 4). A freqiiéncia observada do alelo destérsiia foi de 7,81 x 10 Em relacdo a
expressdo do receptor Cgml, os 208 individuos sathls apresentaram a expressao desta
molécula (Tabela 4).

A terceira populacdo nédo tratada, Fazenda Novaracterizada pelo seu isolamento
geografico das demais populacbes da Regido Meirapal Além disso, em toda a regido
onde esta localizada ndo h& histérico de utilizadédiolarvicidas. Foram avaliadas 265
larvas por PCR especifica e o alelo de resistéaria o Bspggm1-d19ndo foi detectado em
nenhum individuo (Tabela 4). A avaliacdo do fermtige 297 larvas desta populacéo
corroborou os dados de frequéncia genotipica,ptitalidade dos individuos expressaua
glicosidase Cgml (Tabela 4).

A andlise das frequéncias genotipicas observatperada, entre as trés populacdes
nao tratadas, mostrou que Varadouro é a Unica @uesta em equilibrio, visto que o niamero
de individuos heterozigotos observados esta mhaxa do esperado, em funcdo da deteccéo

de um individuo homozigoto resistente (Tabela 6).

8.3.2 Populaco tratada de Agua Fria

Um total de 515 larvas desta populac¢éo foi anddisam dois momentos do programa
de controle de vetores realizado nesta area, pagama frequéncia do alelogm1-d19
através da PCR alelo-especifica. Para avaliac@&xgiessao do receptor Cqml, um total de
399 larvas foi analisado nos dois periodos.

No primeiro momento da andlise, correspondentaia de 2005 apds 13 tratamentos
com o Bsp, foram detectados 37 individuos heteotagge 6 homozigotos para o aletgml-
d19de um total de 353 larvas analisadas, sendo aé&netp do alelo de resisténcia de 6,94 x
102 (Tabela 5). Dentre 237 larvas analisadas paraaaakxpressdo do receptor Cgm1l, duas
ndo exibiram esta molécula (Tabela 5), confirmaagoesenca de individuos com o fenétipo
resistente nesta populacao.

No segundo momento analisado, em abril de 2003 apdratamentos com o Bsp, a

frequéncia do alelogm1-d19%oi semelhante aquela encontrada no primeiro anavdliacao.
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De um total de 162 individuos analisados, 16 fohaterozigotos e um apresentou o alelo de
resisténcia em homozigose, e a freqiiéncia do atgtl-d19foi de 5,55 x 1F. Uma larva
resistente foi detectada dentre 162 individuosisaws para expressao do receptor Cgml
(Tabela 5). As frequéncias encontradas para egalggio foram muito mais elevadas em
relacdo as popula¢des nao tratadas.

A andlise das frequiéncias genotipicas observadperarla dos alelagimle cqml-
d19 mostrou que ndo héa equilibrio populacional pageonecgmlno periodo de maio de
2005, visto que o numero de homozigotos reces&vosm maior que o esperado, enquanto
que na segunda avaliagao, em abril de 2007, a cagfzadas freqiéncias mostrou que a
populacdo esta em equilibrio para este gene, apagaesséo de selecdo (Tabela 6).



Diagnostico da resisténcia do ve@ulex.. QGigre, K. D. M. 59

Tabela 4 - Detecgéo dos alelagimle cqml-d19 através de PCR especifica, e avaliacdo da eforeis receptor Cgml em larvas @alex
quinquefasciatudas populagbes de campo de Varadouro, PeixinhazenBia Nova, que ndo foram expostas ao biolar8addlus sphaericus

Genotipo Fenodtipo Cgml
Populacao Frequéncia »
N cgml/ecgml cgml/cgml-d19 cgml-d19/ cgml-d19 N Positivo  Negativo
cgm1-di9
Varadouro 259 254 4 1 1,16 x40 222 219
Peixinhos 192 189 3 0 7,81 x10 208 208
Fazenda Nova 265 265 0 0 0 297 297 0

Tabela 5- Detecgdo dos alelaximle cgml-d19 através de PCR especifica e avaliagdo da expresséeceptor Cqml em larvas Gelex
quinquefasciatusla populacdo de Agua Fria tratada com o biolataiBacillus sphaericuslesde marco de 2003. As avaliagBes foram feitds ap
13 (maio/2005) e 24 (abril/2007) tratamentos.

Genotipo Fenotipo Cgml
Periodo Frequéncia .
N cgml/cgml cgml/cgml-d19 cgml-d19/cgml-d19 N Positivo  Negativo
cgm1-di9
Maio/2005 353 310 37 6 6,94 x 10 237 235 2

Abril/2007 162 145 16 1 5,55 x 10 162 161 1
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Tabela 6— Freqiiéncias genotipicas observadas (O) e egiseffalipara os alelagimle cqml-d1%m amostras de larvas de populacdeSulex
quinquefasciatusdo tratadde trataddscom o biolarvicidaBacillus sphaericus

1 1-d1 1-d1 1-d1
Populacao cgml/cgm cgml/cgm1-d19 cgm1-d19/cgm1-d19 Teste 2

0] E 0] E @] E
Varadour8 254 235,70 4 22,70 1 0,55 17,18
Peixinho8 189 189,01 3 2,97 0 0,01 0,01
Fazenda Nova 265 265,00 0 0,00 0 0,00 0,00
Agua Fria — Maio/200% 310 305,96 37 45,35 6 1,68 12,68
Agua Fria — Abril/2007 145 144,67 16 16,83 1 0,49 0,57

*Os valores observados para cada populacdo séoacadys ag’tabelado (3,841) com significancia de 5%. Valomesis ou acima de 6,635

rejeitam a hipotese nula, ou seja, que as freqagryenotipica® e E estdo em equilibrio. O nimero de graus de liberdadl, referente ao
namero de classes observadas, duas neste cas eno
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8.3.3 Identidade dos fragmentos amplificados pdR PC

Para confirmar que os fragmentos amplificados &rpdass amostras selecionadas da
populacdo de Agua Fria correspondiam ao gegrale ndo a contaminagcio com material
exdgeno, amostras de alguns individuos foram ssladas para o sequenciamento de seus
respectivos fragmentos. Na Figura 9, pode-se wvarifo alinhamento das sequéncias destes
fragmentos com o trecho correspondente no ggmelproveniente do DNA gendmico d&x.
quinquefasciatugepositado no GenBank.

Seis individuos coletados nos dois momentos ddisan@m Agua Fria foram
selecionados. Destes, dois foram heterozigotosata@yhomozigotos para o aletom1-d19
Todos os fragmentos sequenciados tiveram sua ddelati confirmada em relagdo ao gene
cgml(Figura 9). A sequéncia 1 correspondente ao fraggngée 190 pb, amplificado a partir
do alelocqgmy, foi oriunda dos individuos heterozigotos. As saias 2 e 3 correspondentes
aos fragmentos de 171 pb, amplificados a partialéto cqm1-d19 foram provenientes dos
dois individuos heterozigotos e dos quatro homaagyaesistentes, respectivamente. As

sequéncias foram idénticas, exceto por quatroagibess encontradas na sequéncia 1 (Figura 9).
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10 20 30
1ATGCAGGACTTCAAAGAGGCTCA GCAGTTC DNA C. quinquefasciatus
1 ATGCAGGACTTCAAAGAGGCTCA GCAGTTC Sequéncia 1
1ATGCAGGACTTCAAAGAGGCTCA GCAGTTC Sequéncia 2
1ATGCAGGACTTCAAAGAGGCTCA GCAGTTC Sequéncia 3
40 50 60

31 GACAACCGAGATCCGAACCGGAC GCCGATG DNA C. quinquefasciatus
31l GACAACCGAGATCCGAACCGGAC GCCGATG Sequéncial
31 GACAACCGAGA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - Sequéncia?2
31 GACAACCGAGA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - Sequéncia3

70 80 90
61l CAGTGGGACTCGTCGACCAGTGC CGGGTTC DNA C. quinquefasciatus
61 CAGTGGGACTCGTCGACCAGTGC CGGGTTC Seqiéncial
42 CTGTGGGACTCGTCGACCAGTGC CGGGTTC Seqiéncia 2
42 CTGTGGGACTCGTCGACCAGTGC CGGGTTC Seqiiéncia 3

100 110 120
91 AGTACCAACACCAACACCTGGCT CCGAGTT DNA C. quinquefasciatus
91 AGTACCAACACCAAC TCCTGGCTCCGAGTT Seqiéncial
72 AGTACCAACACCAACACCTGGCT CCGAGTT Sequéncia 2
72 AGTACCAACACCAACACCTGGCT CCGAGTT Sequéncia 3

130 140 150
121 CATCCGGACTACGCTCGGTACAA CGTAGAC DNA C. quinquefasciatus
121 CATCCGGACTA TGCTCGGTACAACGTAGAC Sequéncia 1
102 CATCCGGACTACGCTCGGTACAA CGTAGAC Sequéncia2
102 CATCCGGACTACGCTCGGTACAA CGTAGAC Sequéncia3

160 170 180
151 GTGATGCAGAAGAATCCACAAAG TACCTTC DNA C. quinquefasciatus
151 GTGATGCA AAAGAAT TCACAAAGTACCTTC Seqléncial
132 GTGATGCAGAAGAATCCACAAAG TACCTTC Sequéncia 2
132 GTGATGCAGAAGAATCCACAAAGTAC CTTC Seqiiéncia 3

190
181 CACCACTTCC DNA C. quinquefasciatus

181 CACCACTTCC Seqiéncial
162 CACCACTTCC Seqiiéncia 2
162 CACCACTTCC Seqiéncia 3

Figura 9 — Sequéncias de fragmentos amplificados por P@Ecégca a partir dos alelagimle cqgml-
d19de larvas d€ulex quinquefasciatuga populacio de Agua Fria.

Nota: SeqlUéncia 1: fragmento de 190 pares de Ipgsifieado a partir do alelogmlde um individuo
heterozigoto. Sequéncias 2 e 3: fragmentos de h7dmplificados a partir do aletmm1-d19de um
individuo heterozigoto e um homozigoto resistergspectivamente. O DNA dex. quinquefasciatus
corresponde a um trecho de 190 pb da sequéncefaténciacqmldepositada no GeneBank, nimero
de acesso DQ333335. Quatro variagfes da sequémstid destacadas em negrito. A delecdo de 19
nucleotideos esta tracejada e em negrito.
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8.4 Andlise do polimorfismo do genegm1

Foi possivel obter a seqiiéncia completa do ggne, dos 15 individuos de Agua Fria
analisados neste trabalho, a partir da combinag&idprimersinternos e de dois especificos
para o plasmideo pGEM-T Easy®. Treze alteracdesrfadentificadas ao longo da seqiéncia
de aminoacidos, nos residuos 3, 8, 15, 141, 18,480, 439, 450, 466, 529, 541, 556 (Figura
10). A maioria destas variagdes ocorreu em regitess conservadas, exceto duas que foram
em residuos mais conservados, Pro246Ser e Tre43Bigera 10). Todas as alteracdes de
aminoacidos decorreram de mutagfes pontuais, excetsiduo Trel78GIn no qual uma
inversdo nas duas primeiras bases &€ CA, detarmima treonina ou glutamina,
respectivamente. Trés alteracdes nos residuoslZ8le 430 geram aminoacidos similares, ou
seja, pertencentes a mesma classe, enquanto as dez levam a mudanca na classe do
aminoacido (Quadro 2).

O Quadro 2 contém todos os alelos identificad@pés a analise das sequéncias e dos
13 residuos polimoérficos dos 15 individuos, doedad foram considerados predominantes. O
alelo 1 caracteriza-se por uma dupla delecdo (AT segundo intron, enquanto o alelo 2 é
caracterizado pela auséncia desta delecdo, al@mdgerfil de amino4cidos nos 13 residuos
polimorficos diferente do alelo 1 em todas as giEsgQuadro 2). O segundo intron, que havia
sido previsto a partir da anéalise de seqiiénciagedecqmlem ROMAO et al. (2006)y6de
ser confirmado neste trabalho e foi de 55 ou 5Qshoutros 11 alelos apresentaram variacdes
entre as 13 posicdes, no entanto ndo foram totédmeénticos ao alelo 1, 2 ou ao geogenl
descrito anteriormente. Este, por sua vez, foi mamelhante ao alelo 1 (Quadro @utro
dado interessante foi relacionado a um individu® apresentou um terceiro alelo, a variante 9
(Tabela 8), aléem dos alelos 1 e 2, indicando qude pxistir mais de um loco para o gene
cgml Analisando os 13 residuos na sequéncia do gemnéde Cx. pipiens que ndo contém a
dupla delecdo no 2° intron (OPOTA et al.,, 2008)eplmu-se que este gene foi mais

semelhante ao alelo 2 (Quadro 2).
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Cul ex qui nquefasciatus 1
Cx. pipiens 1
Anophel es ganbiae 1 1
Aedes aegypti 1 1

Ae. aegypti 2
Ae. aegypti 3
An. ganbi ae 2
An. ganbi ae 3

e

Cul ex qui nquefasciatus 75

Cx. Pipiens 75
Anophel es ganbiae 1 80
Aedes aegypti 1 74
Ae. aegypti 2 74
Ae. aegypti 3 71
An. ganbi ae 2 46
An. ganbi ae 3 69

Cul ex qui nquefasci atus 155
Cx. pipiens 155

Anophel es ganbiae 1 160
Aedes aegypti 1 154
Ae. aegypti 2 154
Ae. aegypti 3 151
An. ganbi ae 2 126
An. ganbi ae 3 149

Cul ex qui nquefasci atus 228
Cx. pipiens 228

Anophel es ganbiae 1 238
Aedes aegypti 1 232
Ae. aegypti 2 232
Ae. aegypti 3 228
An. ganbi ae 2 206
An. ganbi ae 3 226

Cul ex qui nquefasci atus 300
Cx. pipiens 300

Anophel es ganbiae 1 309
Aedes aegypti 1 304
Ae. aegypti 2 310

Continua
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Cul ex qui nquefasci atus 442 DVMQ KNP QSTFH RGEDSFL
Cx. pipiens 442 DVMQ KNP QSTFH RGEDSFL
Anophel es ganbiae 1 451 OF- AAE KETLK HGEDTL
Aedes aegypti 1 446 DL@Q NAE FH QGRDSFL
Ae. aegypti 2 467 KI EN- GLE LKVYKAM QNYNTYI LV
Ae. aegypti 3 463 YKL[@K- SAP KI K ADVSTI W
An. ganbi ae 2 443 EKSLVEYE LHVYRSE VRMK------ ------mmmm mmmmmm o e
An. ganbi ae 3 460 YKASK- AAP Kl VRIEGKOQRIIRR NF - - - mmm e mmmmm e e i e
K S M
Cul ex qui nquefasciatus 520 KVRVEVAQPN EKSKAENEYD | CKLTRGPYD ATVES AAAINLEI GL LLAI MARYI F V
Cx. pipiens 520 KIVRVEVAQPN BKSKAENHYD | SKLTEGPYD ATVES AAAI NLSI GL LLAI MARYI F V
Anophel es ganbiae 1 529 RLTVEI AQPM SNYKAEDRYD | LQHD § AVVEG ASWRLELI V ALLAAVEHLF -
Aedes aegypti 1 524 KMITVQVAQSN STLKAEDWYE | S| GPYD Bl a- - 8BS AAAI QLELSV VI ALI VKYFL V
Ae. aegypti 2 546 KLRFEVWGVN SHH Re A TNDI LELPHE SH aRVEP VDRLQEESI CE TW.EQ ---- -
Ae. aegypti 3 542 EFEIl | TSSLQ TNYI OeTWID RDQ VBPADA Al \YWBEGNI KN GV- - ------ ---------- -
An. ganbi ae 2 L e e T -
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Figura 10 — Alinhamento da sequiéncia de aminoacidos do recépgml da toxina binaria dBacillus sphaericusem larvas deCulex
quinquefasciatusom sequéncias de maltases ortélogas.

Nota: Amino&cidos idénticos em mais de 60% dasé&wiés sdo destacados em preto, enquanto aminsd@finidos como similares em mais
de 60% das seqiiéncias sdo realcados em cinza Ataseqiiéncias mostradas, depositadas no GenBankle€ulex quinquefasciatusmimero

de acesso ABC59609.1Ex. pipiens(nimero de acesso AAL05443.1Hnopheles gambiad; 2 e 3 (numeros de acesso ABW98683.1;
XP_320159.3; XP_320155.3)Ax. aegyptil; 2 e 3 (nimeros de acesso XP_001660909.; XP56U86 e XP_001649784.). Foram identificados
13 residuos polimorficos (em vermelho) nas segéénde 15 individuos d€x. quinquefaciatusia area de Agua Fria a substituicdo
correspondente esta em negrito acima do residuo.
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Delecédo dupla
Alelos* Residuo da sequéncia de aminoacidos no 2° intronf
3 8 15 141 178 246 430° 439 450 466 529 541 556

Pro Gly Met Ala Thr Ser Thr Thr Pro His Lys Gly Met Sim
2 Thr Ser Thr Val GIn Pro Ser Ala Ser Tyr Asn Ser Thr Nao
Vi Thr Ser Thr Val GIn Pro Ser Ala Ser Tyr Asn Gly Thr N&o
V2 Thr Ser Thr Ala GIn Pro Ser Ala Ser Tyr Asn Ser Thr N&o
V3 Thr Ser Thr Ala Thr Ser Ser Ala Ser Tyr Asn Ser Thr N&o
V4 Thr Ser Thr Val GIn Pro Thr Thr Pro Tyr Asn Ser Thr Nao
V5 Pro Gly Thr Ala GIn Pro Ser Ala Ser Tyr Asn Ser Thr N&o
V6 Thr Ser Thr Val GIn Pro Thr Thr Pro His Lys Ser Thr Sim
V7 Pro Gly Thr Val GIn Pro Thr Ala Pro His Asn Gly Thr Sim
V8 Thr Ser Thr Val GIn Pro Ser Thr Pro His Lys Gly Met Sim
V9 Thr Ser Thr Val GIn Pro Thr Thr Pro His Lys Gly Met Sim
V10 Thr Ser Thr Val GIn Ser Thr Thr Pro His Lys Gly Met Sim
V11 Thr Ser Thr Ala Thr Ser Thr Thr Pro His Lys Gly Met Sim
cqgm1® Pro Ser Met Ala Thr Ser Thr Ala Pro His Asn Gly Thr -
cpmi’ Pro Ser Thr Ala Ala Pro Thr Ala Pro His Asn Ser Thr N&o

Quadro 2 — Andlise dos residuos polimoérficos identificadmslongo da sequiéncia de 580 aminoacidos do recéptal da toxina binéria do
Bacillus sphaericus partir do estudo de 15 larvas@aex quinquefasciatuga area de Agua Fria.

Nota: *Os alelos 1 e 2 foram predominantes entrsegéiéncias e os outros 11 foram resultantes degéias destes dois (V1-V1iDs alelos 1 e

2 foram associados & presenca ou ndo de uma deiplgid no 2° introriResiduos obtidos a partir da seqiiéncia de amirmsidepositada no
GenBank sob o nimero de acesso ABC5960Bdsiduos obtidos a partir da sequéncia de aminmsdiepositada no GenBank sob o nimero de
acesso AAL05443.TAminoAcidos pertencentes a mesma classe.
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9 DISCUSSAO

O surgimento de populacbes @rilex resistentes adacillus sphaericusé uma
desvantagem em relacdo ao seu uso visto que soalegénde da interacdo de apenas uma
toxina, a Bin, com um sitio alvo, o receptor Cqrastratégias para o manejo da resisténcia
S840 essenciais para 0 sucesso dos programas delealrd insetos e a maioria destas é
baseada em modelos que assumem uma baixa freqid@ic@ade alelos de resisténcia em
uma dada populacdo. Até o momento, a avaliacAosizgtibilidaden vivo das populagbes
de campo através de bioensaios € a ferramentautiiggada para avaliar o risco de selecéo
de resisténcia (GENISSEL et al., 2003; GOULD et 2997; SILVA-FILHA et al., 2008;
TABASHNIK et al., 2000; WENES et al., 2006).

A primeira etapa deste trabalho consistiu em avalsusceptibilidade das populagbes
deCx. quinquefasciatusaturais, ndo tratadas e tratadas com o Bsp, ia g@stconcentracdes
letais deste biolarvicida para 50% @#)Le 90% (Clyg) das larvas, determinadas através de
bioensaios. No caso especifico de larvas de cabisida avaliacdo da mortalidade é obtida a
partir da resposta gmols portanto ndo hé avaliacdo individual de larvas paresisténcia. A
susceptibilidade das quatro populacées analisadasmostrou alteracdo significativa em
relacdo a colbnia de referéncia susceptivel CqSFvalbres da razao de resisténcia (RR), a
partir da analise das G4, para as popula¢cdes néo tratadas de Varadouronies e Fazenda
Nova foram iguais ou inferiores a 4,0. Os valoreRdR obtidos a partir dos dados das{CL
para estas populacdes foram perto de 1,0. Parpudagéo tratada de Agua Fria, os valores de
RR para a Ciyforam entre 2,7 e 8,6 ap0Os periodos variaveis a3te 24 exposicdes ao Bsp.
Estas alteracbes podem ser consideradas apera®earnaturais da susceptibilidade entre as
populacdes ou também sugerir que um inicio do peacale selecdo de resisténcia esti
ocorrendo em Agua Fria, devido a exposicdo contamudsp (SILVA-FILHA et al., 2008).
Assim como para as populacdes naturais nédo tratasl@alores de RR em relacao &§tos
quatro momentos analisados em Agua Fria foram ach0. Este resultado indica que n&o
estaria ocorrendo selecdo de resisténcia na p@wjlgpis a presenca de individuos
resistentes na amostra deveria provocar o0 aumen@igd do Bsp.

Um estudo realizado para avaliar a dominancia siatéscia as toxinas do Bt em duas
espécies de lepiddpteros apontou que concentragdbess das toxinas favorecem a
sobrevivéncia de individuos heterozigotos, enquaitass doses matam tanto os individuos
susceptiveis homozigotos quanto os heterozigotdBABHNIK et al., 2004). Esta hip6tese
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poderia explicar as alteracdes observadas na Rittia ¢a analise das Gd.das populacbes
avaliadas neste trabalho. O aumento da,@bde estar correlacionado a sobrevivéncia de
individuos heterozigotos submetidos a concentragdais baixas do Bsp, utilizadas nos
ensaios de toxicidade, o que ndo deve ter ocomigendo a concentracdo utilizada do
biolarvicida foi maior. Os dados obtidos a partr foeqiiéncia genotipica dos alelmpnle
cgml-19 comparados aos bioensaios, corroboram este achamop sera discutido
posteriormente.

Valores de RR similares aos encontrados nestelliab@ambém foram identificados
em uma populagédo dex. quinquefasciatugue vem sendo tratada com o Bsp desde 2003 no
rio Pinheiros, Sdo Paulo. Os niveis de RR a pamntitise das Gl foram de 4,3 e 5,0 ap6s 18
e 30 tratamentos, respectivamente (SILVA-FILHA let 2008). Uma avaliacédo da linha de
base da susceptibilidade a partir da analise das €€Clgs em populacdes déx. pipiense
Cx. quinquefasciatuda Califérnia e do Chipre, antes da aplicacao ldokrvicidas Bsp e
Bti, mostrou variagdes de 3 a 12 vezes na susdegade ao Bti e em torno de cinco vezes
para o Bsp (WIRTH et al., 2001). Outro estudo &ailizado em duas areas metropolitanas de
Nova lorque, Siracusa e Albania. A primeira area tegistro de uso do Bsp e Bti e mostrou
uma RR de 3,1 e 33 vezes, respectivamente para l@starvicidas, enquanto em Albania,
onde h4 o registro da aplicacdo do Bti apenaslar da RR foi de 5 para este agente e houve
uma reducao de 1,7 vez para o Bsp (PAUL et al.5R08s alteracbes encontradas na
susceptibilidade do Bti neste estudo, por exemmioyavelmente estédo ligadas a variacbes
naturais entre as populacdes, visto que este Yidkda tem sido empregado por mais de duas
décadas em outras areas e nenhum registro deénesastoi feito até o momento (BECKER
et al., 2003). Apesar dos dados sobre este teramsescassos, eles indicam que a linha de
base da susceptibilidade das populacdes aos hatky Bsp e Bti pode apresentar variacoes.

A deteccdo de diferentes niveis da susceptibiliddate populacdes alvo ao Bsp é
importante, pois pode indicar que estas variac@srem naturalmente e por diversos
motivos. Por esta razdo, valores de RR menoreslQuebtidos a partir das G4 nao
garantem, necessariamente, que esta ocorrend@celagesisténcia na populacdo e, assim,
nao devem ser consideradoer secomo indicadores deste processo (SILVA-FILHA et al
2008). Uma alternativa para superar a limitacaantixpretacdo dos dados de bioensaios
obtidos através da resposta de dose-mortalidadeodis de larvas, além de possibilitar a
deteccdo de individuos homozigotos resistentes, avaliacdo através de bioensaios
diagndsticos individuais. Estes consistem em sudlmiatvas deCx. quinquefasciatudo 4°

estadio, individualmente, a uma Unica concentradi@do Bsp para, a partir da avaliacdo de
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um grande numero de larvas, possibilitar a idestiffio de individuos sobreviventes a dose
diagnéstica, que potencialmente seriam homoziguaos a resisténcia. Esta abordagem vem
sendo desenvolvida atualmente em nosso laboraténoa finalidade de obter informacdes

mais precisas sobre a presenca de individuosaetastem amostras submetidas a bioensaios.

Além da avaliagdo da susceptibilidade de larvaBgjp através de ensaiwsvivo, a
analise do receptor Cqml e do gene que o codifitanéamental visto que principal
mecanismo de resisténcia ao Bsp em larvaSudexé devido a uma falha na etapa de ligacéo
da toxina Bin an-glicosidase Cgm1 (NIELSEN-LEROUX et al., 1997, 20OLIVEIRA et
al., 2004). Sabe-se que um dos fatores determmantprocesso da selecao de resisténcia é a
frequéncia inicial de alelos, bem como seu modo de heranca em populacdes isatura
expostas ao tratamento com o biolarvicida. Um exerdpste aspecto foi demonstrado no
estudo realizado por Mcgauhey e Beeman (1988), maetiveram em laboratério cinco
colonias do lepidopter®lodia interpunctella originadas de diferentes amostras de campo,
sob forte presséao de selecdo com o Bt. Apds 4@ @esaa resisténcia em uma das colbnias
aumentou 250 vezes, enquanto este nimero foi ¢ezZEs em outra linhagem, indicando que
diferencas nas frequiéncias iniciais de alelosstas populagfes seria a causa das variagoes de
RR observadas.

Até o0 momento, quatro alelos do gesggnlou cpmlforam identificados portando
mutacdes que levam a resisténcia de larva€xdepipiense Cx. quinquefasciatuao Bsp
(DARBOUX et al., 2002, 2007; ROMAO et al., 2006)o Maso da coldnia de laboratoério
resistente CqRL1/2362, utilizada como referénciateetrabalho, uma delecdo de 19
nucleotideos foi identificada no geogm1 O alelocgm1-d1%sta associado a auséncianda
glicosidase Cgm1 ligada ao epitélio intestinal ldagas, que pode ser identificada a partir de
um ensaio enzimatico simples. O perfil das larnesistentes € semelhante ao de larvas
sensiveis, exceto pela auséncia da banda catatito@spondente ao receptor Cgml
(ROMAO et al., 2006). O diagndstico da resistéruim PCR alelo-especifica, que pode
discriminar individuos heterozigotos, tem sido ed@sado como o método mais viavel para
detectar alelos dea uma baixa frequéncia. Esta abordagem requeosjgenes conferindo
resisténcia sejam conhecidos e que alelos de thaigisusceptiveis e resistentes possam ser
distinguidos por variacdes na sequéncia de DNA (8NHet al., 2007). S&o varias as
vantagens desta técnica em relacdo aos ensaiassciepsbilidaden vivo e a principal é a
deteccao de individuos heterozigotos em uma amastjae ndo pode ser obtido através de
um bioensaio quando o modo de heranca dos al@agcessivo. A partir da caracterizagédo
do alelocqm1-d19a col6nia CqRL1/2362, a segunda parte destellwali@ a padronizacéo
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das técnicas de PCR e dos ensaios enzimatiogsl em larvas cujos gendtipos e fenotipos
eram conhecidos para o getggml Em seguida, amostras de larvas das populacOesaisat
tratadas e nao tratadas com o Bsp foram avaliamtaselacdo a freqiiéncia deste alelo, bem
como para verificacdo da expressao do receptor Cqm1l

Os resultados obtidos a partir de testes com ladass colbénias de laboratério
mostraram que o método da PCR alelo-especificek@&gbara a detec¢cdo dgm1-d19 Este
é facilmente discriminado do alebgmlem um gel de agarose, permitindo o diagndstico de
todos os genotipos possiveis. Os ensaios enzirmatigel corroboraram os testes de PCR e
apresentam a vantagem de possibilitar a detecc#arwdes resistentes, devido a auséncia da
a-glicosidase Cqgml, independente do atetelacionado. No caso da PCR alelo-especifica, o
estabelecimento de métodos para deteccdo dos @lélosr descritos na literatura se faz
necessario, visto que pode ocorrer mais de um @veet mutagdo no genegml em
populacées naturais (DARBOUX et al., 2002, 2007 MAD et al., 2006).

Até o momento, nenhum trabalho na literatura avatiofreqiiéncia de um alelo de
resisténcia a biolarvicidas em popula¢gfes natwaisnosquitos. A maioria dos trabalhos é
relacionada ao risco de selecdo de resisténciaseéos pragas as toxinas do Bt expressas em
plantas transgénicas (plantas Bt) (GENISSEL et a0p3; GOULD et al., 1997;
TABASHNIK et al., 2000; WENES et al., 2006). No &ntio, 0 método usado ;Ecreer,
baseado na avaliacdo da susceptibilidadevo de insetos em plantas Bt, pode subestimar a
presenca de alelosdevido a falsos negativos, ou por falhar em datexs verdadeiros alelos
que ndo podem ser identificados por este métoddAA(Ziét al., 2002). Até o momento,
apenas dois trabalhos para deteccdo de aleloside&neia aos biolarvicidas foram realizados
a partir do uso de ferramentas moleculares, comGR (GAHAN et al., 2007; TABASHNIK
et al., 2006). Nestes casos, a deteccdo é precsaym alelar, conhecido e caracterizado,
pode ser identificado de forma direta em populag@adsrais.

Neste estudo, foi identificado pela primeira veragés da técnica de PCR, um alelo
de resisténcia, previamente caracterizado em uhdaiacde laboratério, em populacdes de
Cx. quinquefasciatude campo. O alelogm1-d19oi detectado em duas popula¢des naturais
ndo tratadas, Varadouro e Peixinhos, em uma freigiée 1,16 x 16 e 7,81 x 16
respectivamente. Nenhuma larva da populacdo den&azéova apresentou o aleigm1-d19
dentre 265 individuos analisados. Modelos genétiéos assumido freqiéncias iniciais de
alelos de resisténcia no intervalo d& ¥010°, baseados em suposicées sobre o balanco entre
mutacdo e selecdo (ROUSH; MCKENZIE, 1986). As féaqias do alelocgm1-d19

encontradas nas populacdes naturais ndo trataddsadas neste trabalho séo altas,
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considerando que sdo da ordem dé 4@0°, e mostram que o monitoramento da resisténcia
é parte fundamental de um programa de controlé&n®a# preciso levar em consideracdo que
uma possivel explicacdo para a alta frequéncidedo @m1-d19%m Varadouro e Peixinhos

€ a sua localizacdo na RMR, onde varios bairrosdiélm alvos de tratamentos com o Bsp
desde 1990 (REGIS et al., 1995, 2000; SILVA-FILHAak, 2001, 2008). A area tratada no
bairro de Agua Fria esté localizada a aproximad#engnco e trés quildmetros dos bairros de
Varadouro e Peixinhos, respectivamente. Este fatie pndicar a existéncia de um fluxo de
material biolégico, ovos e/ou larvas do mosquitozoesequentemente fluxo génico, bem
como a possibilidade de uma exposicdo prévia atarBioida nestas populacdes. Estas
hipoteses explicariam a maior freqiéncia do alglm1-d19nestas areas, reforcando a adocéo
de uma analise prévia ao uso do Bsp. Por outro ladmpulacdo de Fazenda Nova esta
isolada geograficamente desta regido, 180 Km,oepisderia explicar a ndo deteccdo do alelo
cgml-d19na amostra estudada. A andlise nesta populacd@swliada para confirmar se a
frequéncia deste alelo, em uma area sem histégcatiizacdo com o Bsp, realmente seria
menor em relacéo as populacbes da RMR.

Em relac&io & populacdo de Agua Fria, as freqiiédoiadelocqm1-d19apoés 13 e 24
tratamentos com o Bsp de 6,94 x?16 5,55 x 13, respectivamente, foram claramente
superior as areas nao tratadas. No entanto, ¢sties|liéncia do alelo ndo pbde ser associada
as RR detectadas nos bioensaios, visto que asgdes observadas foram discretas. Este
dado é importante, pois confirma a alta sensilikdda PCR alelo-especifica, e reforca a sua
aplicacdo como método para avaliar a selecdo dstéesia em populacdes naturais. Os
dados obtidos indicam que o alelgml1-d19esta sob pressdo de sele¢do na populacdo de
Agua Fria, correlacionada ao tratamento com o Bspum longo periodo. As freqiiéncias do
alelo cgqm1l1-d19encontradas neste trabalho nas populactes tratade® tratadas foram
semelhantes a algumas obtidas a partir de anélksEsscreen para alelos das toxinas Cry
do Bt em populacdes de lepidépteros, na ordem deal@0® (GENISSEL et al., 2003;
GOULD et al., 1997; TABASHNIK et al., 2000; WENE&a., 2006). Nos dois estudos que
aplicaram a PCR especifica para deteccdo de aletom plantas Bt nas espécies e
gossypiellae H. virescens as frequiéncias foram bem inferiores, na ordeni@ta 10°
(GAHAN et al., 2007; TABASHNIK et al., 2006).

Os dados de expressao do receptor Cgml obtidogéstde ensaios enzimaticos
corroboraram aqueles obtidos das frequéncias géced| porém algumas inconsisténcias
entre o gendtipo e fendtipo de um mesmo individodemp ocorrer. Deve-se lembrar que

quatro eventos de mutacao foram descritos para®agenl(DARBOUX et al., 2002, 2007;
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ROMAO et al., 2006) e a PCR utilizada neste trabatpara deteccdo de apenas um destes
alelos. Portanto, existe a possibilidade de algmad$viduos ndo apresentarem a banda
catalitica correspondente ao receptor Cqml e sewndtigos ndo discriminarem diferencas
entre os alelos susceptivel e resistente, poiscam®mno que gera a auséncia do Cgml pode
ser conferido por um alelo distinto @gm21-d19 Adicionalmente, seria possivel ocorrer a
deteccdo de individuos resistentes que expressaeceptor Cgml e o mecanismo de
resisténcia ndo estar relacionado a auséncia desiidcula no epitélio intestinal, como
observado nas colénias SPHAE e TUNIS (NIELSEN-LERGat al., 1997, 2002).

A comparagdo das freqiéncias genotipicas obseneadaperadas, utilizando o teste

«%, mostrou que a populacdo de campo n&o tratadaadedduro néo estava em equilibrio

para o geneqml devido ao baixo numero de heterozigotos encoosrad amostra avaliada,
mas se faz necessario uma analise de um numero deaiodividuos para confirmar ou nao
este resultado. Para a populacédo de Agua Fria, Ep&stamentos, a amostra analisada n&o
apresentou equilibrio por causa do numero alto rdkviduos homozigotos resistentes
detectados, provavelmente por causa da forte grelesgelecéo exercida no gexgnl Ja na
amostra analisada ap0s 24 tratamentos (abril/@/)ynh equilibrio populacional, apesar da
alta frequiéncia do alelogm1-d19 Uma possivel explicacéo para tal fato foi o suegito de
problemas operacionais no tratamento desde o die®006, que poderia ter resultado em
uma menor pressdo de selecdo neste periodo (DAASIEUmunicacdo pessoal)Além
disso, outros agentes podem ter contribuido panadganca nas freqiiéncias genotipicas, tais
como o tamanho populacional, taxas de migracaotagéao, selecdo, existéncia de refugios
nao tratados, entre outros.

Dada a existéncia de diferentes mutacbes no gen&l e cpml que conferem
resisténcia, a analise de seqiéncias do ggnel foi realizada na tentativa de identificar
outros polimorfismos relacionados a este aspectpartir das analises de sequéncias de 15
individuos deCx. quinquefasciatusla populacido tratada de Agua Fria (maio/(d),
caracterizada a ocorréncia de dois alelos prirgipam base na substituicdo de 13 residuos,
um correlacionado a existéncia de uma dupla dele@&y intron, e o outro & auséncia desta
delecdo. Outros 11 alelos cujos polimorfismos s@gagdes dos alelos 1 e 2, ocorrem em
menor frequéncia na populacdo. Roméo et al. (20@&)tificaram 16 substituicbes de
aminoacidos entre as-glicosidases Cgqml e Cpm1l das espécie€xlequinquefasciatus

Cx. pipiens Considerando que foram analisadas apenas lass&x.dquinquefasciatusle

!Sinara Batista da Silva. Reunido de avaliacédo dgrtma de Controle de Vetores da cidade do R&HEY.
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uma mesma populacdo, os dados deste trabalho mogtia 0 genecgml € altamente
polimorfico. Outro ponto a ser destacado, mas geeiga ser confirmado, foi a identificacao
de trés alelos distintos obtidos de um mesmo iddivio que sugere a presenca de um
segundo loco para o gengml Apesar das alteracdes que foram observadas gaérsgas
analisadas nao levarem a resisténcia das larvas@ognismos ja conhecidos, € importante
ressaltar que sete das 13 mudancas de aminoactmweeram na parte C-terminal da
molécula, entre as posi¢cdes 430 e 556, regido fomdm descritos os pontos de mutacao que
levam & resisténcia via perda da ancora GPI (DARB@Ual., 2002, 2007; ROMAO et al.,
2006). Algumas destas alteracbes poderiam levar@dapde funcionalidade da molécula a
partir de mudancas estruturais no Cgm1l, porémsepea de pelo menos cinco isoformas de
a-glicosidases com fungbes sobrepostas compendgtima perda da atividade enzimética
desta molécula, sem custos bioldgicos para o ifR@MMAO et al., 2006).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstrarammaer sensibilidade da
abordagem molecular sobre os bioensaios para awaliaco de selecédo de resisténcia. De
acordo com os dados dos ensaios de susceptibilda@evas d€x. quinquefasciatugo Bsp
observando-se as RR, nenhuma das quatro populagéésadas apresentaria alteracdes na
susceptibilidaden vivo que indicassem indiscutivelmente a selecdo dat@éesia. A partir
destes ensaios néo foi possivel detectar os indigitleterozigotos presentes nas amostras de
larvas, sobretudo aquelas sob forte pressdo defisetemo em Agua Fria, que por sua vez
foram identificados pela PCR alelo-especifica. EBsé&odo foi preciso em revelar o estado
real de selecao dos alelogmle cgqml-d19nas populacdes analisadas. No caso da populacao
de Agua Fria, que vem sendo tratada desde 2008gaéhcia do alelogm1-d19foi muito
superior comparada as areas nao tratadas corralooemipotese do efeito da pressédo de
selecdo sobre a populacdo, devido aos tratamentosocBsp realizados nesta area. N&ao
houve nenhuma analise prévia quantdackgroundgenético da resisténcia nesta populacéo
e a exposicao prolongada ao biolarvicida, sem odesestratégias de manejo da resisténcia,
como a aplicacdo de outro agente capaz de elimsardividuos com gendtipo resistente ao
Bsp, explicam a frequéncia elevada do abgjon1-d19

A premissa adotada pelos programas de controleasgieme que a frequiéncia inicial
de alelog € baixa nao foi confirmada nas populacdes de \darade Peixinhos. Estes dados,
juntamente com outros obtidos a partir de estudas glantas Bt, mostram que esta hipotese
nem sempre é valida, devendo ser revisada para wedkelo e avaliada a partir de
ferramentas que possam detectar diretamente aleRartanto, as estratégias de manejo da

resisténcia devem ser aperfeicoadas e 0 uso danientas moleculares para deteccao direta
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de alelos dg é um aspecto importante, sobretudo em modelosegtee caracteristica &
herdada de forma recessiva, devido a limitacao émdo de avaliagdo da susceptibilidade
vivo adotada na maioria dos casos.

Os resultados deste trabalho reforcam a adocéo awejdl Integrado de Vetores
(MIV) que preconiza a aplicagdo de métodos paredagdo da densidade de mosquitos que
incluem solugdes definitivas, sobretudo para aielgéo de criadouros reais e potenciais.
Além disso, de acordo com o perfil de susceptibdieldas populacdes, que pode ser avaliado
a partir da freqiiéncia inicial de alelgso uso de larvicidas especificos, em escala ldaijté
outro ponto importante do MIV. Como foi possivebbar a partir dos dados de freqiéncia
alélica deste trabalho, o uso do Bsp em rotacdo@d®ti € necessario, visando eliminar os
individuos com genotipo resistente para o Bsp, &e fla auséncia de resisténcia cruzada
com este agente (MULLA et al., 2003; SILVA-FILHAERSIS, 1997). O monitoramento da
resisténcia através de ferramentas precisas péeacde de alelos em baixas frequéncias
antes e durante o tratamento com o biolarvicidaséreial para o uso sustentavel do agente
de controle. A producédo de biolarvicidas contendma principio ativo combinacfes de
diferentes toxinas é outra abordagem interessaari@ @vitar ou retardar o surgimento da
resisténcia e que estd em fase de desenvolvimentmatio similar ao que ocorre em
cultivares mais recentes de Bt que expressam duasms (ZHAO et al., 2003). Por fim, a
conscientizagcéo e participacdo das comunidadedwit@® em programas de controle bem
como incentivo dos setores publicos e privadoses&enciais para que, juntamente com as

outras a¢cdes, possam promover o éxito de progrdenesntrole de mosquitos vetores.
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10 CONCLUSOES

e O alelocgml-d19foi detectado em duas populacfes naturais ndedastda Regido

Metropolitana do Recife em uma freqiiéncia elevada.

* Na populacéo de Fazenda Nova, o alelo ndo foiifttex@o sugerindo que em areas

sem nenhum histérico de utilizacéo do Bsp a fregjaéao alelo é mais baixa.

» Na populagdo de Agua Fria, area tratada com o 8§@qgiiéncia do alelogm1-d19
foi 5,0 e 8,0 vezes mais elevada, em relacdo aslages ndo tratadas de Varadouro

e Peixinhos, respectivamente, devido a presséaeldei® naquela area.

* A PCR especifica para deteccdo do atgjm1-d19¢ uma ferramenta mais sensivel,
comparada aos bioensaios, para identificar indoddoeterozigotos e homozigotos
resistentes ao Bsp.

* O genecgmlé altamente polimorfico principalmente na regiatefninal do receptor

Cgm1, na qual foram encontradas mutacdes relaasradesisténcia previamente.

* A adocéao do uso do Bsp associado a outro agerdendmle, como o Bti, € essencial

para a sustentabilidade do programa de controleidees.

* O monitoramento da susceptibilidade ao Bsp em pgpek deCx. quinquefasciatus
deve ser realizado, quando possivel, a partir danfintas moleculares associadas

aos bioensaios.
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The entomopathogen Baeillus sphaericus 1s an important tool for the vector
control of Culex sp., and its effectiveness has been validated in field trials.
The appearance of resistance to this bacterium, however, remains a threat
to its use, and attempts have been made to understand the resistance mech-
anisms. Previous work showed that the resistance to B sphaericus in a
Chilex  gquinguefasciatus colony is associated with the absence of the
= hl-kDa birary toxin receptor in larvae midgut microvilli. Here, the gene
encoding the C. guinguefasciatus toxin receptor, Cgml, was cloned and
sequenced from a susceptible colony. The deduced amino-acid sequence
confirmed its identity as an w-glucosidase, and analysis of the correspond-
ing gene sequence from resistant larvae implicated a | 9-nucleotide deletion
as the basis for resistance, This deletion changes the ORF and originates a
premature stop codon, which prévents the synthesis of the full-length
Cgml. Expression of the truncated protein, however, was not detected
when whole larvae extracts were probed with antibodies raised against an
Neterminal 45-kDa recombinant fragment of Cgml. It seems that the pre-
mature stop codon directs the mutated ogmd to the nonsense-mediated
decay pathway of mRNA degradation. In-gel assavs confirmed that a
single a-glucosidase protein is missing from the resistant colony. Further
in virre affinity assays showed that the recombinant fragment binds to the
toxin, and mapped the binding site to the N-terminus of the receptor,

Culex guinguefasciaius has an important role in the
spread of diseases world wide, and, in Brazil. this
species 5 the major wvector of lymphatic filariasis
which remains an endemic disease in some urban
areas. The status of Culex sp. as a disease vector
has greatly increased in recent vears vis @ s the
spread of the West Nile virus in the Americas. Ade-
quate strategies of vector control are essential to
interrupt  disease transmission, and the search for
effective control agents has shown that the use of
bacterial larvicides is an alternative for overcoming

Abbreviations

the negative effects of synthetic imsecticides com-
monly used in mosguito control programs. Bacillus
sphaericus s the most successful biological larvicide
commercially available to control Cwlex. Field trials
have proved its effectiveness for reducing population
density in areas where Cwlex is a source of nuisance
or vector of diseases [1-3]. The most important
B. sphaericus features are its selective spectrum of
action, extended persistence in the breeding sites and
the facilities for its large-scale production, storage
and spraving.

EEMF, brush border mambrans fraction; Bin, binary; GPI, giycosyiphosphatdyinositol; NMD, nonsense-mediatad decay.
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Attempts to select Culex colonies under strong selec-
tion pressure with B, sphaericus strains 2362 and C3-4]
demonstrated the potential for development of larvae
resistance, under laboratory conditions [4-6). The
occurrence of resistance among field Culex populations
submitted to intensive B. sphaericus treatment has also
been recorded [7-11]. The heterogeneous levels of
resistance attained by selected populations reported in
those studies are due to multiple factors that might
modulate the evolution of resistance, such as imitial
gene frequency, selection pressure, treatment strategy
and population dynamics. MNevertheless, data clearly
indicate the need to fully elucidate the mode of action
of B. sphaericus and the molecular basis of resistance.

The major toxic factor accounting for the insectici-
dal activity of 8. sphaericus-based biolarvicides is the
protein crystal produced during sporulation [12,13].
The crystal contains the binary (Bin) protoxin, com-
posed of two polypeptides of 42 kDa (BinA) and
51 kDa (BinB) which act in synergy [14-16). When
ingested by larvae, the crystal is solubilized at the alka-
line pH of the midgut and the protoxin is released into
its lumen. Gut proteinases convert the BinA and BinB
subunits into toxic fragments of 39 and 43 kDa,
respectively [17-19]. The Bin toxin binds specifically to
a single class of receptors in the apical membrane of
midgut epithelium, through the BinB subunit, and the
BinA subunit is related to toxic effects to the cells after
binding [20,21]. The major cytological effects observed
in the gut epithelium of Culex larvae after B. sphaeri-
cus ingestion are disruption of microvilli, vacuoliza-
tion, alteration in mitochondria, and damage to
muscular and neural tissues [22,23). The post-binding
events are not completely elucidated, but there is evi-
dence that the Bin toxin acts on the epithelial cell by
forming pores in the membrane [24,25].

Binding of the Bin toxin to receptors from the mid-
gut brush border membrane fraction (BBMF) is a
requirement for @ vive toxicity, as it has been demon-
strated that Bin toxin shows high affinity and saturable
binding to the BBMF of susceptible species from the
genera Cuwlex and Anopheles. Aedes aegypii, a naturally
refractory species, does not show a similar BBMF-
binding profile [26-28]. The receptor in Culex pipiens
larvae, Cpml, has been characterized as a 60-kDa
a-glucosidase attached to the apical membrane of mid-
gut epithelium by a glvcosylphosphatidylinositol (GPT)
anchor [29.30]. Among Crlex-resistant colonies already
imvestigated, the most common resistance mechanism
is the failure of the Bin toxin to bind to receptors from
larvae BBMF [11,28,31-33). The first report concern-
ing the molecular basis of 8. sphaericus resistance was
described for the C. pipiens GEO colony, which was
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selected under laboratory conditions and displayed a
high level of resistance to the strain 2362 [3). This
resistance was related to a failure of Bin toxin to bind
to midgut receptors [32), and a single nucleotide muta-
tion in the receptor gene sequence was identified as
being the basis for the resistance [34).

In order to overcome the selection of resistance to
B. sphaericus among treated populations, develop tools
to monitor larvae susceptibility and improve 8. sphaer-
icus activity, it is essential to understand the full range
of potential resistance mechanisms available in suscept-
ible species. The major goal of this work was to
investigate the molecular basis for the high level resist-
ance to B sphaericus strain 2362, developed by a
. guingue fasciatus laboratory colony.

Results

Identification of proteins in larvae BEMF that
bind specifically to Bin toxin

As an initial approach to identify the molecular basis
for the resistance of CqRL1/2362 larvae to the Bin
toxin, we performed an assay aimed at identifving pro-
teins differentially expressed in the midgut microvilli
from CgSF-susceptible and CgRLI1/2362-resistant lar-
vae, which might specifically bind to the Bin toxin.
Briefly, this assay consisted of solubilizing proteins
present in midgut BBMF with CHAPS, followed by
incubation with Bin toxin immobilized on Sepharose
beads (Bin-beads). Proteins that specifically bound to
the Bin-beads were visualized through immunodetec-
ticm.

The wield of larval midgut BEMF preparation solu-
bilized with CHAPS [(CHAPS-extract) was assessed
before use in the affinity assay. BBMF from CgSF and
CgRL1/2362 colonies showed a similar enrichment of
leucine aminopeptidase (x-aminoacyl-peptide hydro-
lase, EC 34.11.1) and a-glucosidase (xD-glucoside glu-
cohydrolase, EC 3.2.1.20) activities, about fourfold
and thresfold, respectively. CHAPS-extract from each
colony was incubated with the Bin-beads, either in the
absence or presence of an excess of free soluble Bin
toxin. Proteins remaining bound to the beads after two
washes in NaCl/P; buffer were analyzed by immuno-
blotting (Fig. 1). Several proteins bound nonspecifi-
cally to the beads, from both CgSF and CgRL 12362
extracts, which could be detected by the anti-BBMF
sera. Binding of these proteins was not affected by the
presence/absence of free toxin as competitor. A single

= 00-kDa protein band, present in extracts from the
CgSF colony, bound specifically to the Bin-beads
(Fig. 1, CgSF -). The specificity was demonstrated by
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Fig. 1. Immunobiottng of midgut mecrowvilli proteins fom O guin-
guefagciatus larvas bound to mmmobized B spheencus bnary [Bin
toxin. CHAPS-solubiized midgut mictoe@ extracts from CgsF and
CgRL1/236Z larvas were incubated with immobdzed Bin tosen, in
the prasance (41 or ansance - of an excess of the free toon. Aftar
ncubation the Bindbeads were nnsed, and the bound protsing shut-
ad in S0D8/PAGE sampie buffer, These proteing wers then subjsc-
tad to SDESPAGE [10% gel), transfarrad to ECLE memorans and
moubatad with an antiserum raised aganst total midgut microndlli
prateing. Ex-0qSF, CHAPS-axtracts fraom $gSF before mounation
with Birdbeads. The amow mdicates the 60-kDa recantor. On the
left, molacular mass markers are ghown m kDa.

a strong reduction of the affinity-bound protein when
incubation was performed in the presence of an excess
of free Bin toxin (Fig. 1. Cg8F + ). No similar protein
from the resistant CHAPS-extract bound to the immao-
bilized Bin toxin (Fig. 1, CqRLI1/2362 -). This result is
compatible with the =60-kDa protein being the recep-
tor for the Bin toxin in the CgS3F larvae and its
absence from the CgRL 172362 extracts probably being
imvolved in the resistance mechanism.

Amplification of the gene encoding the putative
Bin toxin receptor and detection of its mRNA
through RT-PCR

The results from Fig. 1 are consistent with the resist-
ance mechanism in the C. guinguefascioms CgRLLS
2362 colony targeting the 6-kDa 2-glucosidase recep-
tor previousty charactenized from C. pipiens and enco-
ded by the cpml gene [30]. To clone the epml ortholog
from . guinguefasciatus (hereafter called cgml for
Culex guinguefasciatus maltase 1) and identify any dif-
ferences in its sequence from CgSF and CgRL1/2362
individuals, two sets of DNA fmgments (using the
primer pairs 1-3 and 2-7). containing most of the
protein coding sequence, were amplified by PCR
using total genomic DMNA obtained from the two
colonies (Fig. 2A). Subsequent sequencing vielded the
near full-length seguences for the geme from both
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Fig. 2. Detaction of the cgm? mBNA in larvase from O guingusfas-
cigts  CgiF and OqBLY /2362 colonies  through RT-PCR. (A
Schamea of the fullength cgm? gene showing the ralative postion
af the vanous pnmers used for PCR and ET-PCR. HighBightad = the
fragmeant usad to producs the recombinant RBecd S protein, 25 well
as tha poston of the teo introns consanved I the An. gambize
and 0. melanogaster arthologs. |B) Detacbon of the ogmT reoeptor
mBMA n O gungusfasciatus samples extractad from CgSF and
CqgRL1/2362 fresh Srvas. Purfied mBNA and primear 4 ware used
in paralial revarse transorpbon resctions camed out n the prassnca
|+ or absance |- of the reverss transcrptase enzyme. Thase wera
foliowead by PCRs with the primar par 87, A\ positive control. ge-
momes DA from both gsts of larvae ware usad i the same PCRs.
On the loft, mosecular mass marcess ame shown n oo,

colonies (see below). Two other combinations of prim-
ers (2-3 and 6-7) were also used to assayv the expres-
sion of cqmd in both larvae samples. The primer pair
2-3 generated idemtical PCR fragments of = 9 bp
through both PCR and RT-PCR reactions with sam-
ples from the two susceptible and resistant colonies
(not shown). In contrast, amplification using the pri-
mer association 67 vielded bands of slightly different
sizes from the genomic DNA (= 670 bp) and cDNA
(= 620 bp) samples (Fig. 2B). This difference is com-
patible with the presemce of an intron, within the
region encompassed by these primers, predicted due to
its presence in genomic sequences coding for putative
s-glucosidase orthologs from both Anopheles gambiae
and Drosaphils meloncgasier. The difference in sizes of
the fragment was useful to confirm the mBENA origin
of the shorter band. Again, no differences were seen
between fraogments generated using mRNA derived
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from either of the two colonies. Overall these results
show the presence of the receptor geme, and confirm
the expression of its mRMA in both susceptible and
resistant larvae.

Sequencing of egm1 and mapping mutations
associated with resistance to Bin-toxin

The final complete sequence from the egml cDNA for
the two susceptible CgSF and resistant CgqRL1./2362
colonies was successfully obtained through the cloning
and sequencing of a combination of warious genomic
PCR fragments (Fig. 2). as well as fragments generated
through 5 and 3" RACE using purified mRNA. For
every selected PCR fragment used, at least two clones
were sequenced to confirm its accuracy. Except for the
very 3 end of the sequence derived from the resistant
colony, which comprises only the 3" untranslated
region (UTR) and was not obtained because of failure
of the 3 RACE, identical groups of fragments were
sequenced from both sets of individuals. The complete
cqgml  sequence obtained from the CgSF colony
includes 32 bp of the 3 UTR, an ORF 1743 bp long,
a 50-bp intron (not shown) and the 3" UTR (Fig. 3).
The intron was identified by comparing the RACE
cDMNA sequences with those derived from the genomic
PCR fragments. Its presence confirms the results
obtained from gemomic PCR and mRNA RT-PCR
performed with primers 67 as shown in Fig. 2. The 3
UTR was found to vary from 34 to 76 bp. This might
be associated with the occurrence of two possible
polvadenlvation signals, a consensus AATAAA and a
variant AATTAG (Fig. 3, in boldface). In the various
RACE % ends sequenced, four different polvadenyla-
tion sites were found (Fig. 3, arrows).

To identify mutations associated with the Bin-toxin
resistance  phenotype, the resulting cgml sequences
from the CgSF and CgRL1-2362 colonies were com-
pared and a 19-nucleotide segment was found to be
absent from the sequence derived from the resistant
colomy (Fig. 3, boxed). This deletion, comprising
nucleotides 1237-1275 from the CgSF cgml! pene, is
accompanied by single-nucleotide substitutions imme-
diately upstream and downstream of the deleted seg-
ment. It changes the reading frame for the 28
succeeding amino acids and originates a premature
stop codon in position 1362, The resulting coding
sequence encodes a truncated 437-amino acid long
polypeptide. Another single-nucleotide replacement, G
to C at position 155, was also found in the sequence
derived from the resistant colony, but it does not lead
to the substitution of the encoded amino acid (a
proling). These findings implicate the 1%nucleotide
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deletion in the resistamce mechanism to the Bin toxin
in the C. guinguefasciatus colony.

Sequence alignment comparing Cgm1 orthologs
from related organisms

The cqmi sequence encodes a protein of 380 amino
acids. Within the ORF, a total of 84 nucleotide differ-
ences were found between the CgSF sequence and that
of the C. pipiens cpml cDNA, with a total of 16
amino-acid  substitutions in  the deduced protein
(Fig. 4). Owerall, Cgml and Cpml share an identity of
97% at the amino acid level. To identify conserved ele-
ments present in orthologs from related dipteran, a
protein sequence alignment was performed comparing
both Cgml and Cpml with the nearest homologs iden-
tified within the databases generated by the An. gambi-
ae and D. melanogaster genomes. A partial frapment
obtained from a putative Ae. gegypri ortholog (251
amino  acids from the C-terminal region) was also
included in the alignment (Fig. 4). Owerall, the align-
ment indicates a strong degree of conservation between
the dipteran maltases orthologs, with the Ade. aegypii,
An. gambige and 0. melanogaster proteins displaying
identities of 70%, T8% and 653%, respectively, to
Cgml.

Investigation of the Bin toxin binding properties
of a 45-kDa recombinant fragment of Cgm1

To further characterize the interaction between the Bin
toxin and its Cgml receptor, expression of the PCR
fragment generated by the primer association 2-3 was
attempted in Escherichia coli after its cloning in the
plasmid vector pRSETC. This fragment encodes a
polypeptide encompassing amino acids 32-320 of the
full-length Cgml sequence amd contains three of the
four conserved blocks of amino acids described for
a=glucosidases [35]. The recombinant His-tapped pro-
tein (Rec-43) was then expressed. It migrates in gel
as a stable 45kDa protein (Fig. 3A, left panel).
Both PCR fragments derived from the CgSF and
CgRL1-2362 genomic DNA were used to peperate
Rec-45, which was subsequently purified by affinity
chromatography and used for the production of rabbit
polvclonal serum. The Rec-43 antibodies recognized
specifically the recombinant protein as well as a
6-kDa protein from a sample of CgSF CHAPS-extract
(Fig. 5A, right panel).

The availability of the Rec-45 recombinant protein
led us to investigate its potential to bind the Bin-beads,
despite its lack of most of the wild-tvpe protein’s
C-terminal half and its first 31 amino acids. Affinity
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Fig. 3. Mudaotids and deduced armino-acd sequence of the B sphasnows binany toedn receptor gene, cgm 7, from C. guwinquefasciatus arvas.
Tha fu-langth ssquences obtainad for both Bin toin susceotible and resiEtant colonies were denved from sequancing of the FOR frag
ments generatad with the prmer sats 1-3 and 2-7 [s=e Fg. 2 and the RACE fragments obtaned using pemers 3 for the 57 end and §
13" endl. Murmmners on the nght indicate the nuclisobdes [Eboval and aming acids below). Digonucisobdes used in the POR reactions ara
ovarlined |5 primers) or undadined 3 primers), The four conssrved biocks of ameino acids typeical of a-glucosidases [35] are boxed, The loca-
tion of the identfied mtron, B0 nuclsotides dong and conserved in An. gambize and D, melanogaster artholog sequances, s mdicated by a
double arow n position 1199, The 13 nuckeatide delstion found in the gene sequence of resstant larvae from CqRLT/2362 colony @ boxed.
Tha location of the subssquant transiation stop codon 5 boxed in bold. The two nucleotds substtutions flanking tha dalstion, as wall as tha
G to A substitution m the resistant colomy in postion 165, are shown in bold on top of the sequenca. The two polyvadanyiation signals amsin
botd and the varous poylAl addition sites are mdicated by amows. The fulHlength cgmi cDNA sequance from the CgSF colony has bean
deposted m GanBank under the accession number DOE33EE5. At lsast two different plasmd clonss from each fragment were used in the
saquencmg. Most of the ssquences were obtanad from both strands of the DNA clones. Excentions were the sequences from the § and
3" ends of the cOMNA. These ware ootamed from the sequencmg of one strand of multple DHNA Sones, which yislded dantical rasuits.
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Fig. 4. S=quence companson of the Spmi

and Cgmt 8. sphasncus Bin toeon receptors fram Cdex sp. with atholog sequences from salec-

tad dipterans. cousrauw abgnmeant of CgmtsComi with orthologs identfied wathen the genomes sequences of redated msscts. Armeno acids
dantical i more than §0% of the ssquences ane highbghted in dark gray, whereas amino acds defined a5 similar, based on the BLOSUM
§2 Matre, on mara than 50% of the sequencas, ars shown n pals gray, Whean nacassary, spacss wars msansad in tha vanous sequances

|dashesl to aliow better abgnment. The sequencas shown are from O, pipiens I0p; GenBank accession number AFZZI024), As. asqypt

l8s; TIGR As. zegypti Gane Index EST 1D TC44T707), An gambize |Ag; accession numbsr EAAT4308) and O melanocgaster {Dm; accession

number AAFEITZE.2).

assavs between Rec-45 and Bin-beads showed that this
protein was functional, indicating that the Bin toxin
binding site is located in the N-terminal half of Cgml
(Fig. 5B. Rec-458 -). The specificity of the binding is
demonstrated by the absence of the band correspond-
ing to 45 kDa, when incubation was performed in the
presence of an excess of free Bin toxin (Fig. 5B. Rec-
4358 + ). Furthermore, the Rec-45 antibody recognized,
in assays performed with Cg8F CHAPS-extracts and
Bin-beads, the native 60-kDa receptor (Fig. 5B,
Ex-CqS8F), and confirmed its identity as Cqml. ldenti-
cal results were obtained when recombinant Rec-43
derived from either CgSF or CgRL1/2362 DNA was
used {Fig. 5B, Rec-45), demonstrating that resistance
is not related to modifications in the Bin toxin binding
site. These results therefore confirm the identity of the
Bin toxin receptor as the Cgml =«-glucosidase and map
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the Bin toxin binding site to the N-terminal region in
the recombinant Rec-43,

Expression analysis of the Cgm1 receptor in
whole larvae extract

So far the results shown are consistent with the 19-
muclzotide deletion detected im the cqgml gene from the
CgRL1/2362 larvae being directly associated with the
resistance to the Bin toxin, To fully understand
the resistance mechanism. the expression of Cgml in
the midput of Cg3F and CgRLI1/2362 larvae was
investigated through its immunodetection in samples
of BBMF and whole larvag extract, using the antibody
to Rec-45. As expected, the antibody recognized the
pative Cgml = 60-kDa receptor not only in the BBMF
from CgSF larvae, but also in the whole larvae crude
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Fig. 5. Arnatysi of the 45kDa recombirant fragment {Rec-45 of
Cgmt, A Specificty of the antbody produced against the recom-
pinant protein. Purified Rec-45 and CHAPS-soiub@izad midgut
microvilll proteens from CgSF larvas |Ex-Cg5F) were sumectsd to
SDE/PAGE (10% gel and wvisualzed with Coomasse blue [left
pangll, or subpsctad to immunohiotting with the antsserum against
Rac-45 fright panall. [B] Immunadiotting of O, guingusfasciztus pro-
teing after affinty Dinding with mnmobized Bin towin, in thea
gbsence - ar presence ) of an excess of free Bin toxin. Ex-CqSF
and recombinant Rec-48 protens from the CgsF susceptis (Rec-
A55) and CqRL1/Z362 resistant {Recd5R) colonies were ncubated
with Bindeads as descrbad m Fg. 1, Speacficaly bound proteing
wars anahzed by mmmunoblottng wsing the antiserum aised
against Rec-45. On the left, molscular mass markers are shown
in kDa.

extract, showing it to be an effective tool for detecting
the receptor directly in complex biological samples
(Fig. 6, Culex CgSF). The signal detected in the
BBMF sample was significantly stronger than that of
the whole larvae, reflecting the enrichment of this frac-
tiom with the midgut membrane-bound proteins. The
immunodetection failed to recognize either the full-
length protein or the truncated 437-amino acid long
(= 30 kDa) polypeptide encoded by the modified cgm !
gene in similar samples from resistant larvae (Fig. 6,
Culex CgRL1/2362). Interestingly, in the refractory
species de. aegypti, the protein was detected in neither
BBMF nor the whole larvae crude extract (Fig. 6,
Aedes), although we cannot rule out a failure of the
antibody to recognize its ortholog from other imsect
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Fig. 6. Expragsion analyai of Sgmt in midgut miscrow@ and whola
larvas fromn susceptints (DgBF) and resistant O quinguefasciatus
1CqRLT 72363, a5 wall a5 the retractory spaces As gegyot Immu-
rofiottng was carned out using the anti BacdS sarum. Samplas
wears larvas midgut microvi® proteing (Bl and whols lareas orude
exctract (LI, On the lsft, molecular mass markers ame shown m kDa.

species. These results are consistent with the lack of
production of the Cgm] mceptor in the CgRL1.2362
larvae being the major reason behind its resistance to
the Bin toxin.

In-gel =-glucosidase detection assay

The lack of expression of the Cgml w-plucosidase in
the CgRL1/2362 larvae prompied an investigation
of the total set of ¥-plucosidases expressed in the insect
midgut. These enzymes were detected using an in-pel
-glucosidase assav with whole larvae crude extracts
and BBMF proteins from susceptible and resistant lar-
vae. Five bands corresponding to a-glucosidase activity
were present in the BBMF from susceptible CgSF,
whereas only four bands were ohserved in the respect-
ive resistant CgRL1/2362 sample. The same band is
also absent from samples of whole larvae (Fig. TA)
The missing a-glucosidase migrates in a semidenatur-
ing SDS/polyacrylamide gel as a protein of =80 kDa,
and immunoblotting of this gel with anti-{Rec-45)
serum demonstrates that it s Cgml (Fig. 7H). This
assay confirms that a lack of expression of a unigue
2-glucosidase protein is associated with the resistance
mechanism.

Discussion

This investigation of the molecular basis of C. guirgue-

Sfascigms  resistance to A sphaericus  indicates  that

extensive modification of the pene encoding the binary
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Fig. 7. Analysis of total eglucosidasss present in B sphaencus
susceptinls [Dg5F and resistant {DqRL1A 2360 O quinquefasciatus
larvas, 1A) Ingel saglucosidase assays wane paformead with whala
crude extracts |L) and midgut microvill protains (Bl from Oq5F and
CqRL1-2362 larvaa, Bands mdicating ceavage of the substrata
ware visualizad with 2 UV trans@umimatorn (Bl Irmmunobiotting of
the samples shown m (A with Rac-d5 antissrum. The relewvant
band 1 indcated by arrows. On the left, molecular mass markers
arg shown n kDa.

toxin receptor is involved in the resistance mechanism.
Ir vitre affinity binding assavs first showed the resist-
ance to B. gphaericus displayed by the CgRLE1/2362
colony to be associated with the lack of a #k-kDa Bin
toxin receptor in samples of solubilized midgut micro-
villi. This result aprees with previous guantitative
assays indicating a loss of Bin toxin hinding to BBMF
from resistant CgRL1/2362 larvas [28]. The functiomal
receptor was confirmed from the susceptible CgSF col-
ony as being Cgmli, the 6i-kDa x-glucosidase ortholog
to the €. pipiens receptor Cpmil previously described
[29.30]). Comparison of the cgml pene sequemces
obtained from the two O guinguefasciatus colonies,
CqSF and CgqRL1-2362, showed that the molecular
basis of resistance relies on a 19%-nucleotide deletion
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which modifies the rading frame and leads to the
formation of a premature stop codon. The resulting
mRNA codes for a truncated 437-residue polypeptide
which lacks a substantial segment of its C-terminus,
corresponding to more than a guarter of the origimal
protein, including the GPl anchor. This truncated
protein does not fulfill the requirement for a mem-
brane-bound protein to act as a Bin toxin receptor, as
demonstrated in other studies [25-27,29,34].

The lack of the GPl anchor per se would explain
the resistance mechanism to B sphaericus in the
CgRL1/2362 colony as has been shown for the
C. pipiens GEO colony, where lack of this anchor and
the receptor’s last 11 amino acids was sufficient to
release it from the apical membrane of the midgut epi-
thelium and prevent hinding of the Bin toxin [34]. In the
CgRLI1/2362 colony studied here, absence of the recep-
tor protein in the BBMF of CgRL1/2362 larvae was
predicted as the truncated protein lacks the GPl anchor
required for its localization in the midgut microvilli. Tts
absence from whole larvae extract, on the other hand,
indicates that it is either not being synthesized or it is
not stable enough to accumulate in levels sufficient to be
detected by the immunoblotting approach. It is import-
ant to remark that total a-glucosidase activity detected
in BBMF samples from both C. guinguefaseiarus colon-
ies was similar despite the absence of the Cgml 2-glu-
cosidase from the BBMF of CgRL1/2362 larvas. Such
observation leads to the conclusion that Cgml is a
minor component of this enzymatic group, On the other
hand, it has been shown that resistance was related to
negative effects in the biological fitness of CgRL1/2362
larvae, under laboratory conditions [36). It remains to
be seen whether the Cgml enzyme has any relevant role,
which cannot be replaced by other w-glucosidases, or
whether it is nonessential and an easy target for the
selection of resistance in field populations.

At this stage, it is not possible to completely rule
out mutations in the egml pene outside the transcribed
region as being responsible for the lack of expression
of the Cgml receptor in the resistant larvae. However,
the RT-PCR results, confirming that the gene is tran-
scribed. and the position of the deletion within the
coding sequence are more compatible with a post-
translation mechanism affecting protein expression. In
fact, it is likely that the new stop codon generated by
the 19-nucleotide deletion would be recognized by the
ubiguitous nonsense-mediated decay (NMD) pathway
of mRNA degradation [37-39) and direct the cgml
mRNA to rapid removal. This hypothesis 5 not at
odds with the RT-PCR results as it would detect even
residual levels of the mRNA or even depradation
products. The NMD pathway promotes the degrada-
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tion of aberrant transcripts containing premature
translation termination codons, potentially coding for
nonfunctional or shortemed protein products. As a sur-
vival mechanism, NMD has already been reported in
many eukaryotic organisms [40], and in mammals it
requires that the premature translation termination
codon be positioned before the last introm of the gene,
indicated in the mature mRNA by the exon junction
complex [41.42), althowgh this requirement does not
apply in Drosophila [4344]

The recombinant protein corresponding to a 45-kDa
N-terminal fragment of the Cgm! receptor (Rec-43),
obtained in this work. specifically bound to the Bin
toxin. The functionality of the mcombinant protein
demonstrates that the binding site of the Bin toxin is
located in this part of the receptor, To date, no informa-
tion is available on the binding motf for the Bin toxin,
and this is the first evidence mapping its location to the
receptor's N-terminal half. Attention should be drawn
to the recent findings on the interaction of Bacilfus thu-
ringiensis (Bt) toxing active against insects and inverte-
brates which imdicate, at least in certain cases. the
important role of glvcolipids as receptors for the crystal
toxin [45-47). For the interaction of the B sphaericus
Bin toxin to its w-glucosidase receptor, we show that
the recombinant Rec-45, expressed in £, coli, displays the
same in vitro binding properties to the Bin toxin as the
solubilized native receptor from the CHAPS-extract. It
is very unlikely that post-translational modifications,
such as glvcolysation, present in the eukaryotic cells
would be retained in the prokarvotic expression system,
On the basis of these observations, glveolysation might
not be essential for the Bin toxin-receptor binding,
although it may still be required to increase the affinity
of the toxin for the receptor and/or be necessary for the
toxin to mediate all its functions i vive.

The data presented in this work and in Darboux
ef al. [34] indicate that the occurrence of polymorphic
cgmisopm i a-glocosidase penes, containing any sets of
mutations that prevent the synthesis of the mature or
membrane-bound protein, instead of mutations affect-
ing the toxin-binding site. seems to be the major cause
of resistance to B sphaericus, Monitoring the fre-
quency of such mutations in the receptor gene among
Culex larvae populations is extremely important as a
tool For resistance management. On the other hand,
the evidence of ortholog proteins to Cgml in nontar-
get species of the Bin toxin such as de. gegypii support
the need for studies to identify the Bin toxin-binding
motif and to determine the reguirements for this speci-
fic a-glucosidase molecule to play the role of receptor.
This is essential to elucidate the toxin's mode of action
and to allow the development of approaches for
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improving its activity against species that potentially
possess related membrane-bound 2-glucosidases.

Experimental procedures

Insect colonies

Two O, guinguefasciotus colonies were used in this work:
CgSF, a susceptible colony, and CgRLIS2362, a colony
highly resistant to B, sphoericus strain 2302, CgSF was
established from ege ralts collected in mosquito bresding
sites in the Cogue distrct of Recife, Brazl, This alony has
besn maintzined for more than 10 vears in the insectarium
of the Department of EntomologyCenire de Pesguisas
Appen Magalhdes. The CgRLIA2362 colomy was derived
from CgSF and, after continuous laborawry selection pres-
sure with 8 sgphaerioes strain 2362, it showed o resistance
ratio close Lo 162 000-Fold [6]. Larvae from both colenies
were reared in dechlorinated tap water and fed with aat
biscuits, The adulis were fed on 0% suoose solution and
the females with chicken bleosd. All larvae and adults wers
maintained at 26-28 °C, 70% humidity, and a photopenod
of 12h light<12 h darkness.

Midgut brush border membrane proteins

Midgut BEMFs were preparsd from whole fourth-instar lar-
vae, al =70 7C, using a protocol based on selective bivalent
catien precipititions and diferential centrilugations, as pre-
vicusly described [27]. BEMFs were stored at =70 *C, Pro-
tein contents were deermined by the Bio-Rad protein assay
using BSA as standard. The activities of BBMF enzvmatic
mirkers, leucing wminopeptidise and a-glocosidase, were
assaved as previously described [29], BEMFs (2.5 mgmL b
were solubilized in chilled sodivm phosphate buffered saling
with 0.02% MaMN; (NaCLPAAz), pH 7.5 supplemented with
I mm EDTA, 0.1 mu pheoyvimethanesulfony] Auoride, and
1% CHAPS. The samples were incubated for | hin ice, with
gentle agitation, and centrifuged at 100 000 g for 30 min, at
2%C, The supematants containing BEMT soluble proigins
(CHAPS-extract) were stored at =70 °C unul required,
Whole larvae crude extrads were prepared freshly before
each experiment using five fourth-instar larves in 100 pL
MNaClPy buffer, pH 7.4 conwining 10 mm phenvl-
methgnesulfony] fuonde, with @ 25-75-pm-clearance Dounce
Lissue hivmao genizer (40 strokes ) from Wheaton (Millville, NI,
LS A). These samples were centrifuged at 1000 g for 5 min,
at 4°C, The supernatant was recovered and kept on ice
un bl wse,

B. sphaericus toxin

Binary (Bin) crvatal wxin was purified rom 8. thuringionsis
serovir. fraelensiy strain 402-81 (Cry minug), transformed
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with the plasmid pGSPI0-containing genes for the BinA and
BinB subunits from B sphaericus 1593 [48]. The sporescrvs-
tal culture recovery and the i vitro processing of the crvsial
Lo attain the active form of Bin toxin were performed as des-
cribed [26]. The activated Bin loxin was stored in NaCl/
PoAz al 4 °C until required. Bin toxin was covalently cou-
pled to CNBr-activated Sepharcse 4B beads® (Bin-beads)
according o the manulacturer's instructions (Amersham
Biosciences, Uppsala, Sweden). Bin-beads were equilibrated
and stored in NaCLP/ A at 4 °C until required.

Affinity assays, SDS/PAGE and immunoblotting

CHAPS-extracts (30 pg protein) from susceptible and resisi-
anl larvae were incubaled with Bin-beads (20 pL) in NaCl/
PAAZ001%BSA, in a final volume of 100 pL. Incubations
were performed in the absence or presence of an excess of
fres Bin wxin (60 pg) used as a competitor. After overnight
incubation at room temperaiare, Bin-beads were recovered
by centrifugation and washed twice with NaClVP/ Az, Pro-
teins specifically bound to the Bin-beads were solubilized in
electrophoresis sample buffer, bodled for 5 min and submit-
ted o an SDSA0% acrvl-bisacryvlamide gel. Protans on
the gel were transferred o ECL® membranes (Amersham
Biosciences), in a Trans-Blot® semidry apparatus from
Bio-Rad (Hercules, CA, USA) for | h with | mAem™*
membrane, Membranes were blocked overnight in 50 mm
Tris/HCL 150 ma NaCLA0. 1% Tween 20, pH 7.6, containing
5% nonfat dryv milk, then incubated with antiserum against
BBMF proteins [29] or an antiserum against & receplor
recombinant protein, Rec-45. Membrane proteins were visu-
alized by the ECL® procedure (Amersham Biosciences).

Amplification and cloning methods

Fourth-instar  larvae  total DNA from  CgSF and
CqRLI/2302 colonies was extracted and purified as previ-
ously described [49]. For the varous PCRs, six specific oligo-
nucleotides were designed based on the previously published
cpmd cDNA sequence [3]. Three 5" oligonucleotides {primer
I, GCACTGCAGATGOGACCGCTGGOAGCTTT G, 2,
COACTGCAGCAGCACGUGACGTTCTACCAG; primer
f, COOCAGOGUAGCTCACATGCCOGTT), and three ¥
oligomuclectides (primer 3, GAAAAGCTTCAGCT GO AN
GTTGAACGGCAT: primer 4, AACAAGCTTCACGAA
ATCTCCCAGGTCOCAC; primer 7, AACAAGCTTGA
AATCTCCCAGGTCCACGGT) were used. To [acilitate
cloming of the amplified fragmenis, primers | and 2 included
restriction sites (underlined) for the enzvme Pal at their 5
end, and primers 3, 4 and 7 included sites for HindIII. PCRs
were carried oul in a 25-pL final volume containing 0.2 pm
each dNTP, 251U Platinum Tag DNA Polvmerase®
from Invitrogen (Carlsbad, CA, TUSA), 5 pl DMNA and
1.6 um each primer. Each sample was amplified using a
BIOMET RA® thermocveler under the following conditions:
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denaturing at 94 *C for 3 min, then 35 cyveles (94 °C for 50 s,
55°C for 308, 72°C for 120 5) followed by a final step at
722C for 10 min. Amplification products were analyzed in
0.8% agarose electrophoresis gel. Sets of PCRs were carried
out using the primer associations -3 223 and 2-7 and
genomic DINA [rom both CgSF and CgRLIA2362. The
resulting fragments were then digesied with the Psel and
Hindl Il restriction enzymes and doned into the same siles of
the plasmid vectors pGEM3ef+ from Promega (Madison, W1,
UUSA), for the fragments generated from the primer assoca-
tions 13 and 2-7, and pRSETC {Invitrogen), for the primer
association 2-3. All cloned Tragments were sequenced, and
the pRSETC construct was used for the expression of the
Rec<5 recombinant protein fused o an N-terminal His tag.

RMA extraction and RT-PCR

Total RNA was extracied from a pool of £ fourth-instar lar-
vae [rom CqSF and CqRL1L/2362 colonies using Trizol and
chloroform solution in diethyl pyrocarbonate-treated water,
The sample was precipitated with propan-2-ol, washed with
0% ethanol, centrifuged and resuspended in disthy] pyro-
carbonate-treated water. The polwAkrich BRNA was purified
using the Oligotex mENA Purification Kiv® (Qiagen, Venlo,
the Metherlands). Reverse transcription was performed at
37°C, Tor | h with 50 pg toal ENA or 250 ng mENA,
T.A 1T reverse transcriptase AMV® from Gibeo (Gaithers-
burg, MIx, TUSA) and 2 pw primer 4. PCRs were performed
as described in the section above, using 5 ul. of the cDNA as
template and the primer associations 2-3 and 6-7.

Cloning of the cqm1 ¢DMNA 5 and 3" ends

RACE was performed with GeneRacer® Kit from Invitro-
gen, according o manufrcturer's instruction using 250 ng
purified mBEMNA extracied from pools of Cg5F and
CqRL1-2362 whole larvae, To clone the 5" end, the cDINA
product from the first stage of the RACE reaction was first
amplified with the GeneRacer 5 Primer and the cDNA-spaci-
fic primer 7 (see previous section) followed by a second nes-
led PCR using the GeneRacer 5-Mested Primer and primer
3. Likewise, [or the 3" end, the cDMA was first amplilied with
the gene-specilic primer 2 and the GeneRacer 3 Primer [ol-
lowed by a nested reaction using primer 6 and the GeneRacer
¥-Mested Primer. All PCRs were performed as described pre-
viouslv, The resulting fragments were pel purified, cloned
inter the TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing from Invi-
trovgen, and the cloned inseris sequenced o generate the final
sequences [or the 5" and 3 ends of the cIVNA.

DMA sequence analysis

The warious plasmid samples containing  the relevant
RACE/PCR fragments were purified with the Plasmid Max
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Kit® from Qiagen and submitted o automaltic sequencing.
Alignment and assembly of the resuliing nucleotide aminoe-
acid sequences were performed with the DNAsar software
package. BLAST searches were carried out o identify pos-
sible Cpml and Cgml orthologs within the An. gambioe
and D melanogaster penomic sequences available at the
GenBank daabases (hitp: fwww.nchionlm nih.gov). Similar
searches were also performed with the partal Ade. aegipii
EST sequences available in October 2005 at the TIGR
Gene Index Databases, The Insttute for Genomic Research
(hiepe/ fwww tigr.org/tdbigi). Selected sequences were the
nearest matches to the Cpml or Cgml gueres for each
of the genomes investigated. The protein seguences were
aligned  with  crustarw  (hip/ fwww.ecmbikun.nl bioinf)
tocels felustal weoshiml) and, cocasionally, manual refinement
of the alignments was performed. The nucleotide sequences
of the An. gambise and D, melanogaster penes AADMNAS were
also aligned woidentify conserved introns.

Expression of recombinant protein and antibody
production

For the expression of the recombinant protein encoded by
the PCR product generated from the primer association 2
3, plasmid pRSETC/2-3 was first transformed into £ colf
BRL cells. The procedure was carried using the PCR prod-
uct from the suscepiible and resistant colonies. Trans-
formed cells were then grown in Luria-Beriand medium,
and recombinant protein expression was induced with iso-
propyl f-n-thiogalactopyranoside. The cells were harvested,
washed with NaCL/F; and Ivsed by sonication. Protgin puri-
fication was performed as described [50] with the resin
Misnitrilotriacetate/agarose®  from Qiagen. Recombinant
protein was duted with several washes with 0.5 m imidazole
and used for the affinity binding assavs and antibody pro-
duction. For the production of polvclonal serum, about
200 pg Rec-45 was first separated in a preparative
SDEA2.5% polvacrvlamide pel. The Rec-45 band was then
excised and homogenized with 600 pL NaCLP; plus 200 pL
Freund's adjuvant, followed by injection inte rabbits under
the following conditions: one injection by subculansous
route with Freund's complete adjuvant, followed by three
injections at 2-week intervals with Freund's incomplete
adjuvant. The antserum cblained was afinity purified as
described [51], for improved specificity, before use in the
immunobloting experiments.

In-gel a-glucosidase assay

Samples of fresh whole larvae extract and BBMFs from
CgSF and CqgRLIS2362 colonies were solubilized in dena-
turing electrophoresis sample buffer without 2-mercaptoeth-
ancl and submitted o SDS/PAGE (8% pel). Gels were
incubated three times with a 2.5% agueous solution of
Triten X-100 for 20 min and further incubated with a
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substrate  buffer containing 100 maM  citrate/phosphate,

pH 6.5, and 2 mm 4-methylumbelliferyl a-n-glucopyranc-
side from Sigma (St Lowis, MO, USAY for 20 min at
37°C, with gentle agitation. Aler visualization under 1TV,
the gels were equilibrated in transfer buller solution for
Mmin at room temperature, transferred o ECL® mem-
branes and submitted o immunodetection, as described
above, using the anti-| Bec-45) serum.
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Abstract

A major challenge for achieving successful mosquito control is that of overcoming insecticide resistance. Bac ilfus sphaericus is one of
the most effective biolarvicides used to control Culex species and monitoring of larval susceptibility is essential for avoiding the selection
for resistance. Culex guinguefasciatis populations in two urban areas in Brazil, Agua Fria and Pinheiros River, were subjected to 8. sph-
aerfens treatments over a 3-year period and their susceptibility investigated. Larval samples were submitted to it vivo toxicity assays and
in vitro amalysis of the receptor Cgml, the target site of the binary (Bin) toxin, which is the major insecticidal factor in B sphaericus.
Bioassays were performed three times during the Agua Fria Program and showed an increase from 3- to 7-fold, while for the Pinheiros
River area a 3-fold increase was found at the two latest evaluations, Binding assays using the 1 Bin toxin and midgut microvilli sam-
ples from Apgua Fria and the Pinheiros River revealed that the number of receptors and their binding affinity for the Bin toxin are com-
patible with the profile of susceptible populations. Data indicated that the field-treated populations showed only a slight decrease in
in vive susceptibility and that the toxin receptor was present and functional in larval preparations. Monitoring should be contineed
to avoid the selection for high levels of resistance and to ensure the sustainability of B sphaerfous-based vector control programs.

) 207 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Vector control; Receptor; Cgml; a-Glueosiduse; [iagnosis

1. Introduction factor of this entomopathogen and acts as a larvicide by

way of the midgut membrane-bound receptors (Nielsen-

Bacillus sphaericus Newde-based larvicides have been
used in veetor control programs worldwide, owing to their
high and selective toxic properties to mosquito larvae
{Regie et al, 2001). The binary toxin (Bin), found n crys-
tals produced upon bactenial sporulation, 15 the major toxie

* Corresponding author, Fax: =35 81 21012516,
E-mail addrvess: mhnevesi@opgum. iocrozbe (M LN L, Silva- Filha),

[ {90448 - e fromt matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved,
dod: 10 10T blocontrol, 2007, 10,002

LeRoux and Charles, 1992; Charles et al., 1996}, The main
stages of its action are the ingestion of crystals and their
dissolution under alkaline pH, followed by proteolytic
cleavage of the protoxin components, BmA (42 kDa) and
BmB (51 kDa), into active fragments of 39 and 43 kDa,
respectively | Broadwell and Baumann, 1987). These poly-
peptides act in synergy to cause the death of larvae. BinB
i5 the component responsible for the recognition of and
binding to specific receptors, whereas BinA s invelved n
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producing toxicity in the cells (Nicolas et al., 1993; Charles
etal, 1997). The most common cytopathological effects of
the Bin toxin already reported are damage to mitochondria
dand endoplastic reticula and cyloplasm  vacuolization
(Charles, 1987; Singh und Gull, 1988). The manner in which
Bin toxins act on the cells remains unknown and it is likely
that the toxin may form pores in the cell membrane,
although the mechanisms according to which this brings
about the death of tarvae were not elucidated vet {Schwartz
et al, 2001; Boonserm et al., 2006).

Most studies on Bin toxin mode of action have been
investigated in Culex larvae. The target site for the Bin
toxin, characterized in Culex pipiens Linnacus and Cx
quinguefasciatus Say larvae, numed Cpml and Cgml,
respectively, is a 60-kDa a-glucosidase molecule attached
to the midgut cell membrane by a glycosylphosphatidyli-
nositol anchor (Silva-Filha et al, 1999: Darboux et al,
2001; Pauchet et al., 2005; Romio ct al., 2006), The recog-
nition and binding of the Bin toxm to the midgut receplor
are considered eritical stages in the action of B. sphaericus
on larvae (Nielsen-LeRoux and Charles, 1992 Nielsen-
LeRoux et al., 1995).

The most important advantages of adopting B. sphaeri-
cus as a larvicide for mosquito control are the specificity of
its mode of action, which means it poses no harm for non-
target fauna, and the long persistence enabling it to be used
in the field (Regis et al., 2001; Merritt et al, 2005). The
ellectiveness of B sphaericus larvicides in reducing the pop-
ulation density of Cufex and Anophefes, which has been
demonstrated by control programs worldwide, has con-
firmed the suitability of this entomopathogen for combat-
ing culicids, but also suggests that the selection for
resistance may cccur. Reststance was first detected in Cx
pipiens larvae, the most common target spedes, from iso-
lated breeding sites in the South of France (Sinkgre et al.
19494). This was [ollowed by other reports of resistance
selected under laboratory conditions or from natural pop-
ulations that were exposed to B. sphaericus spraying, show-
ing that susceptibility survedlanee s an important ssue 1o
be considered in the case of long-term use (Mulla et al,
2003). The levels of resistance ratio (RR) are vanable
and figures ranging from a 10-fold alteration in susceptibil-
ity to over 100,000-fold, conferring a high level of resis-
tance, have been reported in different situations (Rao
et al, 1995; Silva-Filha et al, 1995 Nielsen-LeR oux
et al., 1995, 1997, 2002; Pei er al, 2002; Wirth et al,
2000: Yuan et al., 2000).

Sclection for resistance is a complex process and
depends on a combination of interacting factors, such as
the initial (requency of resistance alleles, in addition to eco-
logical and environmental features. Among the mecha-
nisms of resistance already described, the absence of the
Bin toxin receptor in midgut microvilli is the most common
and i associated with high levels of refractoriness (Nielsen-
LeRoux et al., 1995, 2002, Oliveira et al., 2004; Silva-Filha
ct al., 2004). Mutations in the receptor gene, preventing its
expression in the midgut epithelium of larvae, have been

deseribed as the molecular base of resistance in laboratory-
and field-selected Culex colonies, and have drawn attention
to the target site of Bin toxin { Darboux et al, 2002; Romio
ct al,, 2006}).

Given the nisk of selection [or resistance, it is imperative
that the larval susceptibility status of populations submit-
ted to B. sphaericus treatments be monitored as part of vee-
tor control programs, The particularity of this study,
compared to other field studies, is that the treated breeding
sites are 0 areas with water flow, which may result in a
lower selection pressure and thus a lower risk for resis-
tance. The monitoring of susceptibility can be performed
using fm pive Loxicity assays as well as by way of biochem-
ical analysis of the Bin toxin receptor, The main aims of
our study were to evaluate the susceptibility of two Cx
guanguefasciatuy field populations from urban arcas in Bra-
zil that have been subjected to B. sphaericus treatment for
more than 3 years and to prevent selection for resistance
to this biolarvicide,

2. Material and methods
2.1 Study areas

Agua Fria (AF) is an urban district of the city of Recife,
in the State of Pernambuco, Brazil, It is an endemic area
for Bancroftian filariasis with a prevalence of 6% {Maciel
etal, 1996), and it has been the target of a Filariasis Con-
trol Programme, which Recife City Hall’s Department of
Health has been running since 2003, The program incudes
gctions such as the treatment of the human population with
dietilcarbamazin ( DEC), as well as measures to reduce the
density of Cx guinguefasciatus, the vector of the filarial
worm. Action against the veetor has included, among oth-
ers, the treatment of breeding sites with a B sphaericus
strain 2362-based larvicide, Vectolex G* (Valent Biosci-
ences, Libertyville, IL, USA). Close to 3000 breeding sites
were mapped in a 1.14 km® area, and almost 80% of these
were septic tanks. Bimonthly treatments {rate 3-5 g/m?)
have been carried out, since March 2003, in those breeding
sites that were operationally capable of being treated. Pin-
heiros (PR is a river that crosses the metropolitan area of
Sao Paulo-SP, Brazil, and its banks are a major location
for mosguito breeding, The area is about ' m wide, and
larvicidal treatment to reduce the population of Cx. guin-
guefasciatus was carried out on 7 m wide section of each
bank, along a 22.4 km streich of the river. The rver s
divided by a dam into two parts, an upstream and a down-
stream channel, but the water can flow from one side to the
other. Treatment has been going on sinee July 2003 and the
frequency of applications depended on larval miestation.
Until July 2006, 30 treatments were carried out, 25 using
a B sphaericus-based larvicide (Vectolex G*, Valent Bio-
Sciences) and 5 (from the 24th to the 28th treatment) using
a B thuwringiensiy Berliner subsp. toraefensis (Bti)-based lar-
vicide (Vectobac G¥, Valent BioSciences). Bti also acts spe-
cifically against mosquito larvae and can be used on a
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rotational basis or mixed with B sphaericus. Additional
treatments have also been carried out on limited sections
of the river, when required. Both larvicides were apphied
using an aeroboat at a rate of 5 g/m” through a device that
dispenses the granules on the water surface at a rate of

4 kgfmin.
2.2 Culex quinguefasciatus samiples

Culex quinguefasciatus larvae from the field-treated pop-
ulations {AF and PR) and from a laboratory colony
{CqSF) were used in this study. Egg rafis from AF were
collected using the oviposition trap BR-OVT {Barbosa
et al, 2007) randomly placed in domiciles from different
streets (2 traps/street), whereas ege rafts from PR was col-
lected directly from different sites along the river margins.
A sample size varying from 30 to 303 ege raflts was col-
lected per area for each evaluation of larvae susceptibility
performed. Larvae derived from egg rafis were reared
under laboratory conditions to establish colonies. Fourth
instar larvae from the first or second generation obtained
were used in the analysis. The susceptible laboratory col-
ony CgSF, maintained for more than 10 years in the insec-
tarium of the Department of Entomology [rom CPgAM-
FIOCRUZ, was used as a reference. Larvae from all colo-
nies were reared in dechlormated tap water and fed with
cat biscuits. The adults were fed on 1004 sucrose solution
and females were also fed with chicken blood. Insects were
maintained at 26 = 1 °C, 70% of humidity and a photope-
riod of 12:12 h (light:dark).

2.3 Bioassays

Culex gquinguefasciatus susceptibility o B, sphaericus
was analyzed through bioassays using early fourth instar
larvae, according to the standard method recommended
by World Health Organization ( WHO, 1983). Larvae were
exposed to serial dilutions of spore-crystal lyophilized
standard powder SPHEE (Pasteur Institute, France) for
48 h. Cups held 20 larvae in 100 ml of bacterial suspension
in water, and three replicates were performed for the six
concentrations tested per bioassay. A control group tested
on water only was run in each experiment, and the bioassay
was repeated at least three times. The mean lethal concen-
trations for 50% and 90% (LCsy and LCyg, respectively) of
exposed larvae were estimated through the probit analysis
using the program SPSS 10,0 for Windows.

2.4 Midgut brush border membrane fractions

Midgut brush border membrane fractions (BBMF) were
prepared from whole fourth instar larvae, that were stored
at =70 °C, as previously described (Silva-Filha et al., 1997).
Protein contents were determined by the BioRad® protein
assay (BioRad, Hercules CA, USA) using bovine serum
albumin (BSA), as standard. The activity of BBMF enzy-
matic markers, leucine aminopeptidase (x-aminoacyl-pep-

tde hydrolase, EC 34.11.1) and w-glucosidase |{o-D-
glucoside glucohydrolase, EC 3.2.1.20) were performed to
evaluate the enrichment of BBMF fractions n terms of api-
cal membranes, according to Silva-Filha et al. {1997).
BBMF samples were stored at =70 °C until used.

2.5, Imnumodetection of Cgml receptor

The expression of the receptor Cgml was analyzed
through immunoblotting using fourth instar whole larvae.
Crude homogenates were prepared freshly before each
experiment using five larvae i final volume in 80 pl of
PBS buffer pH 7.4 with a 25-75-pmeclearance Dounce Lis-
sug homogenizer. Samples were centrifuged at 1000g for
Smin at 4°C. The supernatant was recovered and kept
on ice until used. Twenty microliters of the homogenate
from each colony were solubilized in electrophoresis sam-
ple bufler, boiled for 5 min and submitted to a 10% acryl-
bisacrylamide SDS-PAGE gel. Proteins on gel were trans-
ferred to ECL® membranes (GE, Healtheare, Little Chal-
fon, UK) in a Trans-Blot® semi-dry apparatus (BioRad)
for 1h with 1 mAfem® membrane. Membranes were
blocked overnight in 30mM Tris-HCL 130 mM NaCl
0.1% Tween 20, pH 7.6, containing 5% non-fat dry milk,
and further incubated with an antiserum raised against a
45-kDa recombinant protein of the receptor Cqml (ant
Ree-Cgml). The visualization of membrane proteins was
done using the ECL® chemiluminescence system (GE,
Healtheare). The immunoblotting assay to evaluate the
expression of the receptor Cqml in larvae sample from
cach population analyzed was repeated at least three times.

2.6. Bacillus sphaericus toxin

The Bin2 toxin from B. sphaericus strain 1593 was puri-
fied from erystals solated from a crystal-minus B. thuringi-
enyiy subsp. ivraelensiy strain 40Q2-81, transformed with the
plasmid pGSP10 containing genes for the BinA and BinB
subunits { Bourgouin et al., 1990). Crystals were solubilized
by NaOH 50 mM, neutralized and dialyzed against 20 mM
sodium phosphate buffer pH & Toxin was activated with
bovine pancreatic trypsin (enzyme to protein ratio 1:100,
wiw) for Th at 37 °C, and concentrated by ultrafiltration.
The activated Bin2 toxin was radiolabeled with "1, as pre-
viously described (Nielsen-LeRoux and Charles, 1992). The
batches of unlabeled and labeled toxing were stored at 4 °C
in a4 20 mM sodium phosphate bufler pH 7.5 containing
150 mM NaCl and 0.02% sodium aade (PBS/Az).

2.7 Saturation binding assays

In vitro saturation assays between the " 1-Bin toxin
from B. sphaericus and BBMF of larvae midgut from Culex
colonies were performed at room temperature, in a 100 pl
final volume of PBS/Az pH 7.5 bufler, containing 0.1%
bovine serum albumin [PBS/Az/BSA). Twenty pg of
BBMF protein was incubated with six increasing concen-
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trations of "“I-Bin toxin (4-150 nM). Non-specific binding
wits determined in parallel by incubating an additional set
of samples in the presence of an excess (1 pM) of the
respective unlabeled toxin, Each experimental point was
done in duplicate. Samples were incubated for 16 h and
BBMF-bound toxin was separated from the free toxin by
centrifugation. Pellets, obtained from each sample contain-
ing the BEMF-bound toxin, were rmsed twice with 200 pl
aliquots of buffer, added to 3 ml of scintillation cocktail
and analyzed m a hgud scintllation counter. Saturation
assays were performed at least twice and the binding
parameters (Kg, Bia) were caleulated using the program
Prism 3.03 for Windows®.

3. Results
3.1 In vivo toxicity assays

Bioassays were carnied out to ascertaun the in vivo sus-
ceptibility of larvae sampled from two Cx. guinguefascdatus
field populations that had been exposed to a B sphaericus-
based larvicide, and the level of selection for resistance to
this control agent was evaluated. Larval samples [rom
AF were first investigated after a 25-month period of expo-
sure to B, sphaericus, when 13 applications were carried out
in the breeding sites from that area. The larvae were sus-
ceptible and the LCq, of 0.008 mg/l was 2.7-fold higher
than that of the CqSF colony [ Table 1). The lollowing eval-
uations, carried out n the third year, after 18 and 21 treat-
ments, showed a LCs of 0.022 and 0.014 mg/l, respectively
{Tuble 1). The resistance ratios, observed throughout con-
tinuous B sphaericus exposure, were less than 10-fold com-
pared to the laboratory colony. The RR detected in the
first evaluation, less than 5-fold, was not significant to indi-
cate selection of resistance. The RR of 7.3-fold found in the
second evaluation was followed by a RR of 4.7-fold and
showed that susceptubility returned to an acceptable level.
Moreover, larvae from AF did not show any alteration
of susceptibility at LCqy since the RR values were close
to 1 (Table 1). The first evaluation of larval samples (rom
PR, conducted after 18 rounds of applications over a 25-
month period, showed a resistance ratio, at LCg, of 4.3-

Table 1

fold (Table 1). The RR, at LCs, of S-fold obtained m
the second evaluation was similar to that first detected,
despite the selection pressure of the additional treatments
in the area. As previously observed, the RR at LCy, of
PR did not show any increase, and the alterations found
at LC gy which were close to 5-fold could not be reliably
related to the development of resistance (Table 1). It is
important to notice that, of the 30 treatments, 25 were car-
ried out using B sphaericus, and 3 successive treatments
using a4 Bti-based larvicide.

3.2 In vitro analysis of the Cgml receptor

The expression of the target site of the binary toxin, the
receptor Cgml, was investigated in Cx. guinguefasciatus
larvae homogenates. The samples analyzed were collected
after a 25-month period corresponding to exposure to 13
and 18 treatments in the AF and PR areas, respectively.
The immunoblotting assays showed that the Rec-Cgml
antibody specifically recognized the 60-kDa receptor in lar-
vae homogenates from the AF and PR populations
(Fig. 1). The receptor was also detected in the homogenate
larvae and in BBMF from the CgSF susceptible colony,
used as a control for the presence of Cqml. The strongest
signal was observed m the BBMF, since this sample 15 nich
i microvillh and Cgm] molecules, compared to the homog-
enate larvae (Fig. 1B). These assays showed the feasibility
of detecting the Cgml receptor by way of direct immuno-
detection in samples, such as crude homogenates. Further
assays using individual samples can be performed to evalu-
ate the frequency of larvae that express the receptor.

In vitro saturation assays of the binding between the
1-Bin toxin and BBMF preparations evaluated the fune-
tionality of the receptors present in these samples. BBMF
prepared from larvae of three colonies showed a similar
level of enrichment of apical cell membranes, according
to the leveme ammopeptidase and a-glucosidase activities
detected m those samples (data not shown). Increasing con-
centrations of the '"I-Bin toxin bound specifically and
with high affinity to the receptors from the BBMF of
AF, PR and CqSF, used as a control (Fig. 2). Specific bind-
ing of the '*

125

“1-Bin toxin to the BBMF (rom the three colo-

103

Activity of Badllus sphasrious strain 2362 standard powder (SPHER), agunst Culex guingusfasciatug fourth instar larvae from a susceptible luboratory
colony (CgSF) and field-treated populations from Agua Fria (AF) and Pinheiros River (PR) in urban areas of Brazl

Colony Mo, of treatments Mo, of assays Mao. of larvae LCe* 95% Fidudal limits RR® Lo 9% Fiducial fmits RR
Cq8F None 6 2,580 0,003 (0.002-0.004) 1 0038 (0.021-0.114) i
AF 13 E] 6l (U008 (000,013 27 020 (0,015-0.036) i)
18 E] 1,020 0022 00190027y 7.3 0044 (0,028-0.054) 12
3 1 1,320 (01 (0 DA-0.020) 4.7 0035 (0.027-00054) 09
PR 1% 1 920 0013 (0012-0.016) 4.3 0024 (0.021-00029) 06
Elly 1 1,100 015 (0 010-0.021) 50 0037 (00201056 1

| ethal concentration (mg/l) for 500 { LC g or %0% { LCsq) of larvae treated after 48 b
* KR, resistance ratio between the LC towards a fiekd population and that of the CgSF colony,
4 Five among the 30 treatments, from the 24th to the 28th, were performed using a Bacillus thuringiensis subsp. israelensis-hased larvicide,
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; . Suturation binding assays between Bacillur sphasrices 1593 Bin labeled
MW CqsFk CasF AF FR ("1} toxin and the mideut brush border membrane fraction (BBME)
from Culex guinguefasciatus fourth instar larvae from a laboratory colony
{Cg8F) and from treated field populations from Agus Frin (AF) and
- Pinheiros River (PR, urban aress in Braal
Colony Mo, of B (959 Fidugial Ky " (95% Fiducial
Bt — . AssHYE limitz) fimnitz)
CgiF 2 10.1 (B.E-11.4) 148 (7.5-22.1)
10— S AF 1 BT (T8-9.6) 16.9 (11.7-222)
d/ PR 2 T6(710-83) 0.7 (13.2-28.2)
il — T ——
4 Maximum specific binding in pmol of "*1-8in toxin bound per mg of
BBMF protan.
S|  Bquilibriom dissociation constanl in oM,

Fig. I Immunoblotting for the detection of the Bin-toxin receptor Cqml
i samples of Culex guinguefarciging midgut brush border membrane
fraction (B) and wheole larvae crude homogenate (H) obtained from a
laboratory colony (CgSF), and from two field populations, Agua Fria
{AF) and Pinheiros River (PR). Samples were subjected 1o a 10% SDS-
PAGE, transferred 10 an BCL™ membrane and submitted to detection
with an antiserum agrinst a Cgm] recombinant protein, Arrow indicates
the filkkDa receptor, The mokecular weight (MW) i kDa is shown on the
left. Assays were performed at keast three times.
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Fig. 2. dn vitro suturation binding assays between Bacilas sphasricus 1593
indine labeled Bary toxin (1250-Bin toxin) and midgut brush border
membrane fractions { BBMF) from Cudex guinguefasciarur fourth instar
larvaz [rom a laboratory colony { CgSF), and from the field populations of
Agua Fria { AF) and Pinheiros River (PR Twenty micrograms of BEMEF
were Incubated with increasing concentrations {4-150 nM) of "1-Bin
toxan for 16 h, at room temperature in PBS/Az/BSA buffer. Speafically
hound toxin per mg of BBMF protein & shown. The non-spedfic binding
was recorded from a similar set of incubations earried out m the presence
of | pM of unlbeled toxin (data not shown), Each value is the mean of at
least four replicates,

nies reached o suturation plateau between 50 and 100 nM
of "I-Bin added (Fig 2). Scatchard plotting of "I-Bin
toxin specifically bound is consistent with a single class of
receptors in the BBMF from all colonies {data not shown).
The parameters of toxin binding to BBMF from all the col-
onies studied were similar. The values of binding site con-
centration (Buma), which estimates the population of
receptors available, lay between 7.6 and 10.1 pmol of

bound toxin per mg of BBMF protemn for the PR and
CgSF colomes, respectively (Table 2}, The dissociation
constant {Ky), which estimates the toxin hinding affinity
for the BBMF receptors, was in the range of 14.8 to
20.7 oM in the CgSF and PR, respectively (Table 2). The
values for the parameters obtmned are compatible with a
model of high affinity and saturable binding of the Bm
toxin to the receptors from all BBMFs analyveed.

4, Discussion

The susceptibility of AF and PR Cx guinguefaseiatus
populations submitted to B sphaericus treatments for more
than 3 years did not show significant alierutions. The RR
detected for these populations were low; at LCsq it was less
thun 10-fold and at Ly 10 was dose to 1. Such varmtions
of the RR are not likely to have an adverse effect on the
control measures, given that high concentrations are com-
monly used to counteract environmental factors affecting
larvicide persistence under field conditions.

Previous data have shown that Cx guinguefasciatus
populations subjected to B sphaericus treatment exhibit
varying levels of resistance. In the urban areas of Kochi
(India) and Recife (Braal), nearly 35 treatments over a
Z-year period, yielded an RR of 150- and 10-fold, respec-
tively (Rao et al., 1995 Silva-Filtha e al,, 1995). Other
studies have reported higher levels of resistance in field
populations i France, China and Tunisia (Sinégre
et al, 19%4: Yuan et al., 2000; Niclsen-LeRoux et al.,
2002). In the city of Dongguan, Ching, a Cx. guinguefas-
catus population displayed a high resistance ratio of
around 20,000-fold, resulting from a selection pressure
of 36 treatments per year, over 8 years (Yuan et al,
2000). On the other hand, populations from sites m Thai-
land’s Nonthari Province, displaved a similar level of
resistance after being exposed to only five treatments
(Su and Mulla, 2004). The evaluation of AF and PR lar-
vie showed that these populations did not show impor-
tnt changes in susceptibility and suggested that the use
of B. sphaericus in the field does not necessary lead to
resistance. There arc factors that may have decrcased
selection pressure in both areas. The extent of the arca
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and the water flow into the PR, in combination with five
rounds of Bt treatment, were certainly important factors.
Part of the breeding sites located in houscholds in the AF
that could not be treated for operational reasons was also
4 source of non-treated refuges in the area. Monitoring of
exposed populations would be required to establish the
evolution of resistance, since this depends on the genetic
background of each population, on the spray schedule
used and on local environmental conditions.

The low levels of resstance found in AF and PR could
be an initial stage in the development of resistance result-
ing from selection pressure or, alternatively, it could be
related to natural variations in population susceptibility.
Few data concerning the susceptibility of natural mos-
quito populations o B. sphaericus are available. The base-
line susceptibility of Cx. pipiens populations to B
sphaericus and Bt in California and Cyprus, which had
not been previously exposed to bacterial larvicides,
showed variations at LCy, of between 3- and 12-fold
{Wirth et al., 2001). A screening of Cx. pipiens susceptibil-
ity to microbial larvicides was carried out in two popula-
tions, Syracuse and Albany, in metropolitan parts of New
York State. Syracuse, with a record of the use of B sph-
aericus and Bu, showed an LCsy merease of 3.1- and 33-
fold, respectively, while Albany, which reported only hav-
ing used Bti showed a LCsy decrease of 1.7-fold for B
sphaericus and a 5-fold increase for B (Paul et al,
2005). The RR of these populations to B, for instance,
are likely to be related to natural variations in susceptibil-
ity rather than to selection for resistance, as Bii has been
used worldwide for more than 20 years with no record of
resistance, and trials for selecting resistance in laboratory
have proved unsuccessful (Georghion and Wirth, 1997,
Becker et al., 2003). Susceptibility baseline is relevant,
since variations can be naturally found in field popula-
tions, and slight alterations in the LCg, cannot be defi-
nitely attributed to resistance.

The alterations in susceptibility found in our study may
also be due to an initial process of selection for resistance
in the field-treated populations. In the absence of baseline
data, a pattern of increasing values of LCg during a con-
trol program could be, for instance, a clear indication that
resistance selection s under development. The evaluation
of AF and PR larvae carried out by our study also did
not show a progressive increase in LCsy and, at LCg
no increase of concentration was detected. Nevertheless,
susceptibility monitoring should be kept up, as a way of
detecting further increase in resistance levels. The intro-
duction of Bti-based larvicides is recommended to inter-
rupt B sphaericus sclection pressure, owing to the lack
of cross-resistance to this agent (Silva-Filha et al., 1995;
Nielsen-LeRoux et al., 2001; Pa et al, 2002; Yuan
et al., 2003).

Our study investigated the functionality of target site of
the Bin toxin in Cx. guinguefasciatus larvae, with a view to
backing up data from bioassays, which 1s the method most
commonly used to evaluate larval susceptibility. The

immunoblotting assay using the antibody Ree-Cgml, spe-
cifically raised against the a-glucosidase Cqml, allowed for
direct detection of the receptor in larvae homogenates from
AF and PR. Susceptibility analysis using in wivo assays,
although essential, is time<consuming, large numbers of
larvae are required and resistant individuals are hard 1o
be detected. The development of biochemical assays can
be useful to analyze the expression of the receptor in indi-
vidual larvae samples, since the lack of the receptor Cqml
in the midgut microvilli points to an important mechanism
that is associated to high resistance levels (Nielsen-LeRoux
et al., 1995, 1997, 2002; Darboux et al., 2002; Oliveira
et al., 2004; Romao et al., 2006).

The presence of functional receptors in midgut BBMF is
a requirement for the action of the Bin toxin ( Nielsen-LeR-
oux and Charles, 1992; Nielsen-LeRoux et al., 1995, Dar-
boux et al, 2002, 2007 Romao et al, 2006). The
saturation assays showed that BBMF samples from AF
and PR larvae have functional receptors and the binding
parameters found, regarding the number of receptors avail-
able in BBMF (B, ,.) and the binding affinity to the Bin
toxin (Ky), are compatible with the profile of susceptible
populations, as previously reported. The values of By,
between the Bin toxin and Cufex larvae BBMF from some
susceptible colonies already analyzed, ranged from 35 to
13 pmol of Bin toxin specifically bound per mg of BEMF,
while the Ky showed a variation of between 7 and 20 nM
(MNiclsen-LeRoux and Charles, 1992 Nielsen-LeRoux
et al., 1995 1997, 2002; Oliveira et al., 2004; Silva-Filha
et al., 1995, 2004). Most Cufex colonies that displayed high
B. sphaericus resistance are characterized by the absence of
specific and saturable binding of the Bin toxin to BBMF,
although resistance mechanisms not involving the lack of
functional receptors in the midgut were also reported (Miel-
sen-LeRoux et al., 1995, 1997, 2002; Oliveira et al., 2004;
Silva-Filha et al., 2004).

The toxiaty and biochemical assays performed in our
work determined the susceptibility status of pools of lar-
vae. Nevertheless, these methods are not suitable to detect
resistant individuals that can be present at low [requency.
since resistance 15 recessively inherited (Nielsen-LeRoux
et al., 2002). Molecular tools for the detection and moni-
toring of alleles conferring B sphaericus resistance are
under investigation and will be performed on samples from
field populations i order to estimate the frequency of resis-
tant individuals.

Our study has shown that the exposure of Cx. guingue-
fasciatus populations from the AF and PR urban areas in
Brazl to B. sphaericus larviades for more than 3 years
did not lead to selection for high levels of resistance. The
low level of resistance ratios detected were not associated
with alterations in the target site of the Bin toxin since
the functionality of the receptor Cqm1 in the samples from
field-treated colonies were similar to those of a susceptible
colony. Monitoring of B sphaericus susceptibility through-
out vector control programs is necessary to ensure the
effectiveness of this control agent.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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