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Resumo

Oliveira, F. S. Deteccdo da mutacdo kdr-his (knockdown resistance), associada a
resisténcia a inseticidas piretroides, e prospeccdo de novos polimorfismos de base Unica
no gene dos canais de sddio de moscas-dos-estdbulos (Stomoxys calcitrans). 2019.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

A mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) atualmente é considerada um dos ectoparasitos
de maior impacto econémico a pecudria brasileira, com aumento populacional associado a
implantacdo de usinas sucroalcooleiras. Para que 0s prejuizos causados por essa mosca sejam
reduzidos, sdo necessarias medidas de manejo sanitario associadas a um controle quimico.
Entretanto, o uso indiscriminado dos agentes quimicos, principalmente os da classe piretroide,
tem acarretado na selecdo de individuos resistentes. A resisténcia aos piretroides pode estar
associada a mutacdes do tipo kdr (knockdown resistance) no gene do canal de sodio sensivel a
voltagem (Vssc), as quais reduzem a sensibilidade do canal de sddio & agdo dos inseticidas
dessa classe. O presente estudo teve por objetivo avaliar a ocorréncia e frequéncia da mutagéo
kdr-his em diferentes populacGes e/ou regides do Estado, visando contribuir para o manejo
efetivo e controle desta praga. Amostras de mosca-dos-estabulos foram obtidas em duas
colbnias e duas populagdes silvestres. Avaliou-se 117 individuos, provenientes das amostras
das col6nias CNPGC-1 (n= 31) e Kerrville (suscetivel)-USA (n= 20), e das populacbes de
campo de Angélica-MS (n= 26) e Chapaddo do Céu-GO (n= 40). A extracdo de DNA foi
realizada de modo individual utilizando um protocolo inorgéanico adaptado e a amplificacdo
de um fragmento contendo 300 pb do gene Vssc foi realizada por PCR, com primers
desenhados a partir da sequéncia de referéncia (HQ010283). Este fragmento foi sequenciado
pelo método de terminacdo de cadeia utilizando dideoxinucleotideos marcados com
fluorocromos. Apos alinhamento e edi¢do, obteve-se um fragmento contendo 230 pb no qual
foi possivel confirmar em 23 individuos a existéncia da mutacdo ¢.103T>A, associada a
resisténcia aos piretroides, sendo destes 83% heterozigotos e 17% homozigotos para a
mutacdo kdr (AA). A frequéncia do alelo kdr-kis foi de 0,032, 0,308 e 0,300 para as
populacdes da colénia CNPGC-1, Angélica e Chapaddo do Sul, respectivamente. Testes de
diferenciacdo baseados no indice Fst demonstraram que a coldnia CNPGC-1 é geneticamente
diferente para o loco estudado, em relacdo as populagdes de campo, as quais ndo sao
estatisticamente distintas. Também foi possivel nesse estudo, prospectar trés novos SNPs cuja

possivel associagdo com a resisténcia aos piretroides devera ser avaliada em estudos futuros.

Palavras-chave: ectoparasito, controle parasitario, resisténcia a inseticidas, SNP.



Abstract

Oliveira, F. S. Detection of kdr-his (knockdown resistance), associated with resistance to
pyrethroid insecticides and prospecting for new single base polymorphisms on the
sodium channel gene in stable flies (Stomoxys calcitrans). 2019. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2019.

The stable fly (Stomoxys calcitrans) is currently one of the ectoparasites with the greatest
economic impact on the livestock production chain. In order to reduce the damage caused by
the stable fly, sanitary management measures are implemented associated with chemical
control based on the use of insecticides. However, the continued use of insecticides has led to
the emergence of resistant individuals. In the case of pyrethroid class insecticides, this
resistance has been associated with a kdr (knockdown resistance) in the voltage-sensitive
sodium channel gene (Vssc), where the fly's nervous system becomes insensitive to the action
of this class insecticide. The present study aimed to evaluate the occurrence and frequency of
the kdr-his mutation in different populations and/or regions of the state, aiming to contribute
to the effective management and control of this pest. Stable fly samples were obtained from
two colonies and two wild populations. It was evaluated 117 individuals from the colonies
samples CNPCG-1 (n=31), Kerrville-susceptible (n=20), field populations from Angelica-MS
(n=26) and Chapaddo do Céu-GO (n=40). The DNA extraction was performed individually
using an adapted inorganic protocol and amplification of a 300 pb containing the Vssc gene
was performed by PCR, drawn from the reference sequence (HQ010283). This fragment was
sequenced by the chain termination method using fluorochrome labeled dideoxynucleotides.
After alignment and editing, a fragment containing 230 pb was obtained, in which it was
possible to confirm in 23 individuals the existence of the mutation ¢.103T> A, associated with
pyrethroid resistance, 83% heterozygous and four 17% homozygous for the kdr (AA)
mutation. The frequency of the kdr-his allele was 0.032, 0.308 and 0.300 for the populations
of the colony CNPGC-1, Angelica and Chapad&@o do Sul respectively. Differentiation tests
based on the Fst index demonstrated that the CNPGC-1 colony is genetically different for the
studied locus, at 5% level, compared to the field populations (P<0.5), which are not
statistically distinct. It was also possible in this study to prospect three new SNPs whose

association with pyrethroid resistance should be evaluated in further studies.

Keywords: control measures, ectoparasite, insecticide resistance, SNP.



Lista de llustracoes
1. INTRODUCAO
Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas da mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans).......... 12

Figura 2. Exemplos dos surtos da mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) em diferentes
0TS0 cTo Lo T (0 LSS 12

Figura 3. Ciclo bioldgico da mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans)..........c.cccceeveeveeneen, 13

Figura 4. Distribuicdo dos surtos dos surtos de Stomoxys calcitrans em 2018, associados a
USINAS SUCTORICOOIRITAS. .....oveieeieiieiice ettt bbb 14

Figura 5. Estrutura do neuronio de Um INSELO...........ccuuieieiereie e 15

Figura 6. Representacdo esquematica da acdo de um inseticida piretroide (cipermetrina)
como modulador do canal de S6di0 M UM NEUIONIO........c.coververererieie e 17

Figura 7. Cddigo genético, expresso por trincas de bases nitrogenadas (cdédons)................... 19

Figura 8. Diagrama da estrutura transmembrana do canal de sodio e identificagdo e
localizagdo das mutacbes relacionadas a resisténcia kdr nas diferentes classes de
T (0 USROS UPRTPPRPRPRS 20

2. DETECCAO DA MUTACAO KDR-HIS, ASSOCIADA A RESISTENCIA A
PIRETROIDES, EM POPULACOES DA MOSCA-DOS-ESTABULOS (Stomoxys
calcitrans).

Figura 1. Eletroferograma de amostras de moscas dos estdbulos com genotipos HH
(homozigotas para o alelo kdr-his, mosca resistente, AA), LL (homozigotas com o alelo
selvagem, susceptiveis, TT) e LH (heterozigotas, codigo IUPAC W representando 0s
nucleotideos T e A na mesma posicdo) alinhadas a sequéncia de referéncia
(HQOZLO283).....ceeierieieiie sttt sttt sttt be ettt b et et e s et st e e ne st b eneebenee e eneane 34

Figura 2. Alinhamento das sequéncias obtidas com a sequéncia de referéncia do GenBank -
HQO010283. Além do SNP detectado em individuos homozigotos resistentes (AA) e
heterozigotos,  representados pelo cdédigo da IUPAC W  (AT), nessa
001 o> To TS PSR RTRROTOSN 35

Figura 3. Frequéncia genotipica para a mutagdo kdr-his das amostras oriundas das col6nias
mantidas na Embrapa e de usinas sucrooalcoleiras nos municipios de Angélica-MS e
Chapad@o A0 CEBU-GO.......c.eceeiieicie ettt et e e e be e be b e sreeresneesaeeee s 35

Figura 4. Frequéncia alélica para a mutagdo kdr-his das amostras oriundas da colonia
CNPGC-1 e das amostras provenientes das usinas sucroalcooleiras dos municipios de
Chapaddo do CEu-GO & ANGELICA-IMS..........cooiiieieie s 38



Figura 5. Frequéncia genotipica da mutagdo encontrada no intron das amostras oriundas da
colénia CNPGC-1 e das amostras provenientes das usinas sucroalcooleiras dos municipios de
Chapadao do CEU-GO & ANGEHICA-MS..........coiiiiiiee e 41



Lista de Tabelas

2. DETECCAO DA MUTACAO KDR-HIS, ASSOCIADA A RESISTENCIA A
PIRETROIDES, EM POPULACOES DA MOSCA-DOS-ESTABULOS (Stomoxys

calcitrans).

Tabela 1. Frequéncia alélica encontrada nos SNPs prospectados no fragmento sequenciado de
230pb para as trés populagdes estudadas e a frequéncia alélica média do conjunto amostral

oAV Z= 1 L= 10 [0 TR 40

Tabela 2. Sumario das mutagdes observadas em uma sequéncia de 230bp do gene dos canais
de sodio contendo o sitio mutacional do alelo kdr-his (c,103T>A), suas localizaces em
relacdo a sequencia codificante, posicdo do SNP observado na sequencia referencia
HQ010283, do aminoacido em relacdo a muta¢do L1014H, o tipo de mutacdo e os gendtipos
obtidos em relagéo a original, em cada populagéo € no total...........ccceveiiieiiiininiiincie 42



1.

SUMARIO

INTRODUGAOD. ...t ieeeeeeeeieeteee e sas s s s st snsananes 11
1.1. CoNSIAEraglES GEIAIS.....ccueeveiuierieeieirieiteeteesteesee s e este s e sraesae e e s e e steessesseesreeneesnes 11
1.2. Sistema NErvoS0 d0S INSELOS........cccuiiririeieieie ettt 15
1.3. Mecanismo de resisténcia aos PIretroides..........cccoveriiieiieienenese e, 16
1.4. Base genética do mecanismo de resisténcia Kar...........cccocevevnieneneincncincneens 18
REFERENCIAS. .....coouieeiieeieste ettt 22

DETECCAO DA MUTACAO KDR-HIS, ASSOCIADA A RESISTENCIA A
PIRETROIDES, EM POPULACOES DA MOSCA-DOS ESTABULOS Stomoxys

(07 1[o] 11 = 01U 28
2 I 10T L1 o To TSP UROPOSSRRS 30
2.2. Material @ MELOUOS. .........oiveiieiieiisieiee e 31
2.3. RESUITAU0S € DISCUSSAOD. ... ..eeiveeiearieiriesiiesieereesteetesseesseeseesseesseesesseesseessesneessessseans 33
A 00 0] U 1T 2SS 43

2. RETOIBNCIAS. .. ettt ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e aeanaaas 44



11

INTRODUCAO

1.1. Consideragdes Gerais

Com a expansao da industria sucroalcooleira no inicio deste século, foram instaladas
varias usinas para o processamento da cana-de-acucar em regifes tradicionais de pecuaria, 0
que proporcionou beneficios socioecondémicos a diversas regides do pais (Oliveira, 2009).
Entretanto, como em muitas situacdes pode haver a associacdo com o aumento populacional
da mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans), a implantacdo dessas usinas, tem acarretado
graves impactos a atividade pecuaria em suas imediacbes (BARROS et al., 2010;
DOMINGHETTI et al., 2015).

A regido Centro-Oeste do Brasil, além de possuir o maior rebanho bovino do pais
(IBGE, 2016), é considerada a segunda maior produtora de etanol e acicar (UNICADATA,
2017). Em 15 anos, no estado de Mato Grosso do Sul, foi observado um crescimento superior
a 500% no ramo sucroalcooleiro, o que favoreceu a capacidade de geracdo de empregos e
renda das industrias de processamento de cana-de-aglcar, comprovada pelo crescimento
populacional das regides onde as mesmas estao instaladas (CENTENARO, 2015).

No Brasil, Stomoxys calcitrans, popularmente conhecida como “mosca-dos-estabulos”
ou “mosca-da-vinhaga”, atualmente é considerada um dos ectoparasitos de maior impacto
econdmico a cadeia produtiva da pecuaria, nos estados de Mato Grosso do Sul, Mato Grosso,
Sdo Paulo, Goids e Minas Gerais (MACEDO et al., 2005; GRISI et al., 2014,
DOMINGHETTI et al., 2015).

Suas caracteristicas morfoldgicas (Figura 1) incluem um tamanho que pode variar de 4 a
7 mm; quatro faixas longitudinais escuras no tdrax; trés manchas escuras no segundo e no
terceiro segmentos abdominais; os palpos sdo curtos, medindo cerca de um quarto do
comprimento da probdscide, e o aparelho bucal do tipo picador sugador projetado para frente
(TUCCI et al., 2001; BITTENCOURT & BORJA, 2002). As infestagdes por esta mosca
afetam a producéo de carne e leite (CAMPBELL et al., 2001), com perdas anuais superiores a
US$ 2 bilhdes a bovinocultura nos Estados Unidos (TAYLOR et al., 2012) e US$ 100
milhdes no Brasil (GRISI et al., 2002).

De habito hematdfago e picada dolorida, tanto os machos quanto as fémeas dessa
espécie atacam preferencialmente as pernas e flancos e sdo responsaveis por causar estresse
aos animais (KOLLER et al., 2009). Além disso, podem atuar como vetores mecanicos de
diversos agentes patogénicos, acometendo diferentes hospedeiros (Figura 2), como: bovinos,
caprinos, equinos, ovinos, cdes e 0 homem (BITTENCOURT & BORJA, 2002).
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Figura 1. Caracteristicas morfologicas da mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans). (Figura adaptada
de: http://www.nadsdiptera.org/FFP/stable.htm).

Figura 2. Exemplo dos surtos da mosca-dos-estdbulos (Stomoxys calcitrans) nos diferentes
hospedeiros (Fonte: International Stable Fly Workshop, 2011).

Em climas quentes, o ciclo bioldgico da mosca-dos-estabulos (Figura 3) ocorre em
aproximadamente quatro semanas, podendo variar de trés a sete semanas, dependendo da
temperatura. Durante o inicio da primavera e do verdo ha maior incidéncia de adultos
parasitando os hospedeiros, com reducdo da populac¢éo no fim do verdo e outono, atingindo 0s
niveis mais baixos no inverno (TUCCI et al., 2001; BATISTA et al., 2005).

A mosca-dos-estabulos apresenta ampla distribuicdo geografica, e realiza postura em
locais com residuos organicos de origem vegetal, em processo de fermentacdo (Moraes &
Korndorfer, 2007; Barros et al., 2010) Desta forma, os subprodutos provenientes das usinas


http://www.nadsdiptera.org/FFP/stable.htm
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de processamento de cana-de-agUcar, a palha misturada a vinhaca ou aos dejetos de animais,
torna-se um substrato favordvel a postura e desenvolvimento dos estddios imaturos dessa
mosca (KOLLER et al., 2009).

Na Figura 4 observa-se a distribuicdo espacial dos surtos da mosca-dos-estabulos
associados a usinas de cana-de-acucar registrados até 2018 (PAULO CANGCADO -
informacdo pessoal). A capacidade de reproducdo e multiplicagdo desse parasito nas areas
canavieiras fertirrigadas por vinhaca acarretam explosdes populacionais e, consequentemente,
graves problemas a ambos os setores envolvidos (CORREA et al., 2013; DOMINGHETTI et
al., 2015).

Ovollarva L1

Larva L3

Figura 3. Ciclo biolégico da mosca-dos-estabulos  (Stomoxys calcitrans).  (Fonte:
https://www.embrapa.br/DOC175.pdf).

A partir de 2009, as usinas sucroalcooleiras passaram a ser frequentemente
responsabilizadas pelos pecuaristas como a fonte primaria dos surtos (KOLLER et al., 2009).
Foi relatada uma alta frequéncia de explosdes populacionais em municipios do MS, incluindo
Angélica, Dourados e Maracaju, em 2009 e Caarapd, Nova Alvorada do Sul, Nova
Andradina, Ponta Pora e Rio Brilhante em 2010 e 2011 (KOLLER et al., 2009; BARROS et
al., 2010; KASSAB et al., 2012; DOMINGHETTI et al., 2015).

Para reducdo dos efeitos negativos causados pela mosca na cadeia produtiva pecuaria, é

necessario que seja realizado um controle fundamentado em um manejo sanitario, associado
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ao controle quimico empregando inseticidas de diversas classes. Embora as estratégias
baseadas no uso de inseticidas para controle de pragas e insetos sejam as mais antigas, ainda
sdo as mais utilizadas (MOREIRA et al., 2012; KASSAB et al., 2012; MENEZES et al.,
2016).

Infelizmente, o uso frequente dos agentes quimicos no controle parasitario tem reduzido
a eficécia dos inseticidas, principalmente os da classe piretroide; e essa realidade tem sido
evidenciada em virtude do aparecimento de individuos resistentes nas diferentes populacdes
de moscas, especialmente na mosca-domestica (Musca domestica) e na mosca-dos-chifres
(Haematobia irritans) (SODERLUND & KNIPPLE, 2003; PITZER et al., 2010).

Goias  pistritg.Fede(a

(

N
.,\\
. Minas Gerais
\\
)
3

Alto Pdldgud)K’J

:

LA

Mato Grosso do: Sul

s %y
““‘\

~Rio-deJaneiro
S0 Paulo;

Parana

Figura 4. Distribuicdo dos surtos dos surtos de Stomoxys calcitransem 2018, associados a usinas
sucroalcooleiras (circulos alaranjados). (Fonte: Dominghetti et al. (2015), modificada por Paulo Cangado e
Thadeu Barros).

Os inseticidas sdo agentes quimicos neurotoxicos que podem atuar como inibidores da
enzima acetilcolinesterase (AChE), analogos da acetilcolina (ACh), antagonistas de canais de
cloro mediados por GABA (&cido gama-aminobutirico) e moduladores de canais de sodio no
sistema nervoso do inseto (MOREIRA et al., 2012).

Na Ameérica do Sul, até 2016 ndo existiam informacGes sobre a ocorréncia de resisténcia
aos piretroides em S. calcitrans, principal classe de inseticida utilizada atualmente para
controle das moscas-dos-estabulos. As primeiras informacdes sobre a ocorréncia de
resisténcia da mosca-dos-estabulos no Brasil foram obtidas no &mbito do projeto “Avalia¢do
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de Inseticidas Comerciais e Prospeccdo de Bioinseticidas para Controle da Mosca-dos-
Estabulos” tendo sido detectadas populages resistentes a piretroides em Mato Grosso do Sul
(BARROS, 2017 - informacao pessoal).

Os piretroides atuam como moduladores dos canais de sodio, provocando a paralisia no
inseto, seguida de morte, devido a interferéncias nesses canais regulados por voltagem,
alterando o equilibrio entre sodio e potassio e impedindo a sinapse nervosa normal
(MOREIRA et al., 2012). Uma possivel causa de resisténcia aos inseticidas dessa classe pode
ser devido a mutacBes no gene dos canais de sodio das células nervosas, que promovem uma
modificacdo nos sitios alvos dos inseticidas (VAIS et al., 1996; SODERLUND & KNIPPLE,
2003). Essa modificagédo resulta em um efeito conhecido como kdr (knockdown resistance),
onde o sistema nervoso da mosca torna-se insensivel a acdo do inseticida (SODERLUND,
2008).

1.2. Sistema nervoso dos insetos

O sistema nervoso tem por funcdo transmitir informagbes ao corpo por meio de
impulsos elétricos, nos insetos 0 mesmo é formado por neurénios (Figura 5), constituido por
uma regido denominada corpo celular, a qual possui terminacdes nervosas ramificadas
receptoras dos estimulos nervosos (dendritos), e uma regido alongada que possui arborizagdes
terminais por onde s&o transmitidos os estimulos nervosos, denominada axénio (FREITAS et
al., 1978).

Figura 5. Estrutura do neurdnio de um inseto. (Fonte: https://images.app.goo.gl/P78 TdbXS1KUdMHL06).

Localizado na cabeca do inseto, o sistema nervoso central possui um ganglio-esofagiano

que atua como a principal rede de transmissdao dos impulsos nervosos para o restante do


https://images.app.goo.gl/P78TdbXS1KUdMHLo6
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corpo. J& o sistema nervoso periférico ndo possui ganglios, € formado por células nervosas
sensoriais e motoras, além das células nervosas que as conectam ao sistema nervoso central e
ao sistema nervoso autbnomo (MATIAS, 2016). Os neurdnios sdo responsaveis pela
transmissdo do impulso nervoso e estdo presentes em quase toda a extensdo do corpo do
inseto. Para que o impulso nervoso se propague de um neurbnio para outro é necessaria a
liberacdo de neurotransmissores em sua membrana (DOWSON, 1977).

Neurotransmissores sao0 mensageiros quimicos do sistema nervoso e possuem a funcao
de enviar informacdes entre neurénios, necessarias para propagar o impulso nervoso ao longo
do corpo (MATIAS, 2016). Logo, o0s neurotransmissores podem ser inibidos ou
potencializados mediante a interagdo do sistema nervoso do inseto com o0s inseticidas,
causando uma superexcitacdo da juncdo mioneural e paralisia neuromuscular
(BLOOMQUIST, 1996).

Os canais de sodio localizados nas membranas plasmaticas dos neurénios sdo sensiveis
a variagbes nos gradientes elétricos através da membrana e respondem permitindo ou
blogqueando a passagem destes ions. Esses canais, normalmente sdao mais sensiveis ao sodio e
possuem uma velocidade no fluxo muito alta (HILLE, 1978).

Mediante o uso da tecnologia molecular, Catterall (2000) observou a existéncia de uma
proteina contendo uma grande a- subunidade de polipepitideo no canal de sodio. Essa a-
subunidade € formada por quatro dominios de repeticdo (I-1V), cada dominio contendo seis
segmentos (S1-S6) que atravessam a membrana para formar o sitio seletivo no canal de sédio,
0s quais possuem uma alta densidade de residuos carregados positivamente (SINGER, 1971).

Acredita-se que a inativagdo do canal ocorra por um mecanismo de bola-e-corrente.
Neste caso, um dominio proteico na superficie da membrana do canal de sddio, ligado por um
segmento curto do polipeptidio, € livre para mover-se quando o canal de sédio esta fechado,
mas um sitio na face interna do canal torna-se disponivel para ligar-se a bola quando ele se
abre, bloqueando o canal. O comprimento da corrente parece determinar quanto tempo um
canal ibnico permanece aberto; quanto maior a corrente, maior o periodo de abertura. A
inativacdo de outros canais i6nicos pode ocorrer por mecanismos semelhantes (TOMBOLA et
al., 2006).

1.3. Mecanismo de resisténcia aos piretroides

A resisténcia é definida como o desenvolvimento da capacidade de um organismo
tolerar diferentes doses de agentes toxicos, que seriam letais para a maioria da populagédo da
mesma espécie (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1981).



17

Estratégias de controle pelo uso de inseticidas podem se tornar pouco eficaz ao longo do
tempo em funcdo de uma reducdo da sensibilidade aos inseticidas por parte dos insetos que
pode ser causada por diferentes mecanismos, tais como: (a) modificacbes comportamentais,
onde o inseto reconhece a presenca do inseticida reduz ou evita o contato (SPARKS et al.,
1989; ZYZAK et al., 1996); (b) reducdo na penetracdo cuticular, associada a modificacdes na
sua composicdo (STONE & BROWN, 1969); (c) resisténcia metabolica, por aumento da
capacidade de metabolizacdo desses produtos, através de enzimas de detoxificacao
(HEMINGWAY, 2000); e (d) modificacdo nos sitios alvos dos inseticidas (FFRENCH-
CONSTANT et al., 2004).

Os inseticidas da classe piretroide sdo moléculas que agem nos canais de sddio,
apresentando uma rapida absor¢do e um elevado efeito instantaneo nos insetos “knockdown”,
apesar de um curto periodo residual (VALENTINE, 1990).

Os piretroides atuam no sistema nervoso mediante sua ligacdo a uma das subunidades
dos canais de sodio presentes nos neurdnios dos insetos. Essa ligacdo modifica os canais
individualmente e os mantém abertos (Figura 6) por um periodo mais prolongado (TAYLOR,
2001).

Figura 6. Acdo do piretroide (cipermetrina) como modulador do canal de sodio. (Fonte:
https://www.youtube.com/watch?v=8X31U9xyqDw).

De acordo com Eto (1990), em um individuo suscetivel, os piretroides se ligam aos
canais de sddio alterando sua conformacdo e aumentando seu tempo de abertura, fazendo com
que haja um aumento no fluxo de sédio para o interior da membrana e prolongando a fase de
despolarizacéo apds o pico do potencial de acdo que € atingido normalmente. A consequéncia

desse processo é a hiperexcita¢do e posterior morte do organismo.


https://scholar.google.com.br/citations?user=UDZjNd0AAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
https://www.youtube.com/watch?v=8X31U9xyqDw
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Segundo Dong et al. (2014) a maioria dos insetos possui apenas um gene nos canais de
sodio que devido a mecanismos pos-transcripcionais, como o splicing alternativo e a edicao
de RNA, possuem uma grande diversidade de funcionalidades.

A resisténcia aos piretroides € um fendémeno genético onde alteracbes no codigo
genético podem afetar as proteinas alvos dos inseticidas e/ou o seu metabolismo
(SODERLUND & KNIPPLE, 2003). Essas alteracdes como possivel causa de resisténcia aos
inseticidas dessa classe ocasionam mutacdes no gene dos canais de sodio das células
nervosas, que resultam em um dos mais importates mecanismos de resisténcia, “knockdown”
(kdr), onde o sistema nervoso da mosca torna-se insensivel a acdo do inseticida (VAIS et al.,
1996; GUERRERO et al., 1997; SODERLUND & KNIPPLE, 2003; SODERLUND, 2008).

1.4. Base genética do mecanismo de resisténcia kdr

Em termos genéticos, a resisténcia € uma caracteristica herdavel, em que os alelos
aumentam de frequéncia na populacdo, como um resultado direto dos efeitos seletivos de um
dado inseticida (CROW, 1957).

O mecanismo de resisténcia envolvendo alteracGes nos genes relacionados aos canais de
sodio no sistema nervoso dos insetos € bem conhecido, bem como sua biologia molecular.
Essas alteracfes consistem em variacGes individuais, resultantes de mutagdes, levando a
substituicdo de um nucleotideo por outro ou a adicdo ou supressdo de um ou mais
nucleotideos, e podem ser detectadas a partir de marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) (BEUZEN et al., 2000; REGITANO & COUTINHO, 2001).

As mutagdes mais frequentes sdo as transi¢des de uma purina por outra purina (A < G)
ou de uma pirimidina por outra pirimidina (C < T), em contrapartida as transversdes
caracterizadas pela troca de uma purina por uma pirimidina ou pirimidina por uma purina (C
ou T < A ou G) ocorrem, mas s&0 menos comuns, apesar do maior namero de combinacdes
possiveis (VIGNAL, 2002; CAETANO, 2009).

Embora a resisténcia aos piretroides esteja amplamente documentada em varias espécies
de insetos (CLIEK & GREENE, 1994; MARON et al., 1997), estudos moleculares
envolvendo os mecanismos de resisténcia em Stomoxys calcitrans séo poucos.

Na mosca-dos-estabulos, 0 mecanismo de resisténcia aos piretroides “knockdown”,
mediado pelo alelo kdr — “knockdown resistance” foi identificado (OLAFSON et al., 2011) e
associado a mudancas na estrutura genética dos canais de sodio a partir de outras especies,

incluindo a mosca-domeéstica (Musca domestica), mosca-da-fruta (Drosophila melanogaster)
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e a mosca-dos-chifres (Haematobia irritans), dentre outros (WILLIAMSON et al., 1996;
OLAFSON et al., 2011).

Essa mutacdo é caracterizada por uma alteracdo estrutural na proteina codificada pelo
gene, ou seja, a troca de um nucleotideo na regido codificadora do gene que pode resultar em
uma alteracdo na codificagdo do aminoécido e, consequentemente, uma alteracdo na
sequéncia da proteina, resultando ou ndo em um quadro de resisténcia ao inseticida (SCOTT,
1995). Na figura 7, observa-se o codigo genético do DNA expresso por trincas de bases
nitrogenadas (codons). Cada cddon, formado por trés letras, corresponde a dado aminoacido.
O cddigo genético também é degenerado, ou seja, existem aminoacidos que podem ser

codificados por mais de uma trinca.

SEGUNDO NUCLEOTIDEO
u C A G
Codigo | Aminoacido | Codigo | Aminoacido | Cédigo | Aminoacido | Cédigo | Aminoacido
Uuu p y ucu UAU o uGu oo u
Fenilalanina —————1 Tirosina Cisteina
U uuc ucc | P UAC UGC Cc
UUA Caiticg UCA | UAA PARADA UGA | PARADA | A
8 UuG ucG | UAG PARADA UGG | Triptofano | G r-“'
o Cuu CCu CAU — CcGU u A
= Histidina o
o Ccuc . CCC v CAC CGC 3 Cc m
Cc Leucina Prolina Arginina o
3 CUA CCA CAA y CGA A o)
ey Glutamina
g CUG CCG CAG CGG G 4
o AUU - ACU 1 AAU Asparagina 'AGU- Serina J g
) AUC | Isoleucina | ACC - AAC s AGC B h
1 4 A . —————  Trionina o)
= AL poA | Lisina S0A Arginina 2 =4
g AUG | Metionina | ACG AAG AGG v c |3
o GUU GCU | GAU Acido GGU U (o]
GUC GCC GAC aspartico GGC Cc
G Vali —————1 Alani Glici
GUA alina GCA | anina GAA PR GGA icina A
GUG GCG | GAG glutamico GGG G

Figura 7. Cddigo genético, expresso por trincas de bases nitrogenadas (cédons). Cada cddon, formado
por trés letras, corresponde a certo aminoacido. (Fonte: https://images.app.goo.gl/YE7drURLjH3hTcVVS).

Em diferentes insetos as mutacOes associadas aos fendtipos kdr e super-kdr foram
encontradas a partir do segundo dominio no canal de sédio (SODERLUND & KNIPPLE,
2003). Mais de 50 mutagGes nesta regido foram identificadas como responsaveis ou
associadas a resisténcia kdr aos piretroides em diferentes artropodes e vetores de doencas

(DONG et al., 2014). A combinagdo de dois sitios mutacionais leva a uma redugdo da
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sensibilidade aos piretroides, caracterizando a mutacdo super-kdr (s-kdr), a qual é capaz de
conferir uma resisténcia 100x maior aos piretroides que a mutacéo kdr (DAVIES et al., 2008).
Nos muscideos, a primeira mutacdo relacionada a resisténcia kdr foi observada no
segmento transmembrana S6 do Il dominio no canal de sodio (Figura 8) de M. domestica,
onde a substituicdo do aminoacido leucina por uma fenilalanina ocasionou um aumento
significativo na resisténcia aos piretroides (WILLIAMSON et al., 1993; 1996; 1997).

C785R

Domain | Domain Il Domain Il Domain IV
r i ! 1 T (I

' M1524]
E435K L1014S .

L1014H

inside

D59G /:

HaN*

1253N P1999L

Figura 8. Diagrama da estrutura transmembrana do canal de sodio e identificagdo e localizacdo das
mutacOes relacionadas a resisténcia kdr nas diferentes classes de insetos (Figura adaptada de: Olafson
2011 e bibliotecadigital.ufmg.br).

Na mosca-dos-estdbulos a mutacdo relacionada a resisténcia aos piretroides foi
encontrada, mediante o isolamento dessa mesma regido no gene do canal de sodio, onde foi
observada na posi¢do 1014 do transcrito, uma mutacdo caracterizada pela substituicdo de uma
leucina por uma histidina (OLAFSON et al., 2011), e equivale a mutacdo observada em outras
classes de insetos (OLAFSON et al., 2011; DONG et al., 2014). Até 0 momento apenas a
mutacéo kdr foi descrita (OLAFSON et al., 2011) e segundo 0s autores que a descobriram, 0
namero de colbnias ou populacBes resistentes de Stomoxys calcitrans reportadas é
relativamente baixo, o que tém inviabilizado a busca por maiores informagfes a respeito da

ocorréncia de outras mutagoes.
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Segundo Davies et al. (2008) a mutacdo kdr é recessiva, ou seja, a caracteristica se
expressa apenas quando o individuo é homozigoto. Este fato implica na permanéncia da
resisténcia relacionada a este efeito em baixos niveis em uma populacdo sem que seja
detectada, mesmo havendo pressao de selecdo. Este fato por si s6 demonstra a importancia da
deteccdo por metodologias moleculares de mutagfes relacionadas a resisténcia a inseticidas
em Stomoxys calcitrans. Os métodos de tecnologia molecular, além de possibilitar a distingdo
genotipica da resisténcia, em heterozigotos (SR), homozigoto susceptivel (SS) e homozigoto
resistente (RR), permitem a deteccdo da resisténcia mesmo a uma baixa frequéncia
(ARONSTEIN et al., 1994).

Dada a deteccéo de resisténcia a inseticidas piretroides na mosca-dos-estabulos em Mato
Grosso do Sul em 2016 (A. T. M. BARROS - informacdo pessoal) e a auséncia de
informacBes sobre os mecanismos envolvidos, este estudo teve como objetivo avaliar a
existéncia de mutac6es do tipo “knockdown resistance” (kdr) no gene que codifica os canais
de s6dio dependentes de voltagem, bem como, avaliar sua ocorréncia e frequéncia em
diferentes populacGes e/ou regides do Estado visando contribuir para o manejo efetivo e

controle desta praga.
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DETECCAO DA MUTACAO kdr-his (knockdown resistance), ASSOCIADA A
RESISTENCIA A PIRETROIDES, EM POPULACOES DA MOSCA-DOS-ESTABULOS
(Stomoxys calcitrans)

DETECTION OF THE kdr-his (knockdown resistance) MUTATION ASSOCIATED TO
RESISTANCE OF PYRETHROIDS IN THE STABLE FLY (Stomoxys calcitrans)
POPULATIONS

Resumo: A mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) causa elevado impacto econdmico a
pecuaria. Seu controle baseia-se principalmente no manejo sanitario e utilizagcdo de produtos
inseticidas, o que tem levado a selecdo de individuos resistentes. Este estudo objetivou avaliar
a ocorréncia e frequéncia do mecanismo kdr (knockdown resistance) associado a resisténcia
aos piretroides, e prospectar outros polimorfismos que possam estar relacionados a
resisténcia. Avaliou-se 117 individuos provenientes das col6nias CNPGC-1 (n= 31) e
Kerrville-suscetivel (n= 20), e das populacGes de campo de Angélica — MS (n= 26) e
Chapaddo do Ceéu - GO (n= 40). Apds extracdo de DNA e amplificacdo por PCR, foi
sequenciado um fragmento do gene do canal de sddio. Apos alinhamento e edicdo foi
confirmada em 23 individuos a mutacdo ¢.103T>A (kdr-his), sendo 19 (83%) heterozigotos e
quatro (17%) homozigotos. A frequéncia do alelo kdr-his foi de 0,032, 0,308 e 0,300 nas
populacdes da colénia CNPGC-1, Angélica e Chapadédo do Sul, respectivamente. Trés SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism), ainda ndo descritos, foram prospectados em éxons
(c.253G>A; c.265T>A) e intron (c.158G>T). Os individuos foram heterozigotos para a
maioria dos SNPs analisados. O presente estudo consiste no primeiro registro de ocorréncia

do mecanismo kdr-his em mosca-dos-estabulos no Brasil.

Palavras- chave: canal de sodio, controle quimico, mosca, mutagdo, inseticida.
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Abstract: Stable fly (Stomoxys calcitrans) has a high economic impact on livestock. Its
control is based mainly on sanitary management and use of insecticide products, which has
led to the selection of resistant individuals. This study aimed to evaluate the occurrence and
frequency of the kdr (knockdown resistance) mechanism associated with pyrethroid
resistance, and to prospect other polymorphisms that may be related to resistance. It was
evaluated 117 individuals from the colonies samples CNPCG-1 (n=31), Kerrville-susceptible
(n=20), field populations from Angelica-MS (n=26) and Chapad&o do Céu-GO (n=40). After
DNA extraction and PCR amplification, a fragment of the sodium channel gene was
sequenced. After alignment and editing, the ¢.103T> A (kdr-his) mutation was confirmed in
23 individuals, being 19 (83%) heterozygous and four (17%) homozygous. The frequency of
the kdr-his allele was 0.032, 0.308 and 0.300 in the populations of the colony CNPGC-1,
Angélica and Chapaddo do Sul, respectively. Three SNPs (Single Nucleotide Polymorphism),
not yet described, were prospected in exons (c.253G> A; ¢.265T> A) and intron (c.158G> T).
Subjects were heterozygous for most SNPs analyzed. The present study is the first record of

the occurrence of the kdr-his mechanism in stable fly in Brazil.

Keywords: control measures, ectoparasite, insecticide resistance, livestock, sodium channel.
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INTRODUCAO

Comumente conhecida como mosca-dos-estabulos, Stomoxys calcitrans, é um dos
parasitos mais importantes para a pecudria brasileira. Os prejuizos provocados ja foram
estimados em US$335 milhdes por ano as criagdes de bovinos de leite e corte, seja em sistema
de confinamento ou extensivo (Taylor et al., 2001; Grisi et al., 2014). Mais recentemente o
prejuizo dos surtos foi calculado para um municipio de S&o Paulo, SP.

De habito hematdfago e picada dolorida, as infestagdes por esta mosca causam
incomodo aos animais, podendo afetar o ganho de peso e a producgéo de leite (Campbell et al.,
2001). Além disso, a mosca-dos-estabulos pode atuar como vetor mecanico de diversos
patégenos (Baldacchino et al., 2013), podendo acometer diferentes hospedeiros, tais como:
bovinos, caprinos, equinos, ovinos, caninos e até mesmo o homem (Bittencourt & Borja,
2002; Moya-Borja, 2002; Foil & Gorham, 2004).

Com a expansao da industria sucroalcooleira, o estado do Mato Grosso do Sul (MS) tem
ocupado um lugar de destague nos cenarios nacional e internacional do agronegocio
sucroalcooleiro, em virtude do aumento do potencial de expansdo e beneficios
socioeconémicos do setor (CONAB, 2015). Todavia, a implantagdo dessas usinas em regides
tradicionalmente pecuarias tem sido associada ao aumento populacional da mosca-dos-
estabulos e a ocorréncia de surtos, causando graves impactos a atividade pecudria em suas
imediagdes (Koller et al., 2009; Barros et al., 2010; Dominghetti, 2015).

Visando minimizar os efeitos negativos causados pela S. calcitrans na cadeia produtiva
bovina, medidas de manejo sanitario associadas a um controle quimico fundamentado na
utilizacdo de inseticidas de diversas classes tém sido implementadas (Kassab et al., 2012), e
sdo de eficiéncia questionavel.

Além disso, o frequente uso desses agentes quimicos no controle de varios insetos tem
diminuido sua eficacia devido ao aparecimento de individuos resistentes (Byford et al., 1999;
Soderlund & Knipple, 2003; Pitzer et al., 2010).

Diferentes mecanismos podem causar a reducdo da sensibilidade do sistema nervoso aos
inseticidas, dentre eles verifica-se uma alteracdo genética na regido do gene do canal de sodio,
que devido a mutacBes, torna o sitio alvo insensivel a acdo dos inseticidas piretroides
(Soderlund & Knipple, 2003; Soderlund, 2008).

Liu e Pridgeon (2002) detectaram a mutag@o kdr-his, caracterizada pela troca de um
aminoacido leucina por uma histidina na posi¢do 1014 no gene dos canais de sodio (L1014H);

segundo Scott et al. (2013), a mutagdo kdr-his confere uma resisténcia mais baixa que outras
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associadas a resisténcia ao efeito “knock-down”, tais como “kdr” e “super-kdr”,. Na mosca-
dos-chifres, Guerreiro et al. (1997) encontraram a mutagdo kdr (L1014F) no segundo dominio
do fragmento da transmembrana S6. Olafson et al., (2011), apds isolarem essa mesma regido
no gene dos canais de sddio em populacbes de moscas-dos-estabulos dos EUA, identificaram
a mutacdo kdr-his na posicdo 1014, onde uma leucina é substituida por uma histidina
(L1014H). Soderlund e Knipple (2003) relataram a ocorréncia de mutagfes associadas ao
efeito kdr no segundo dominio dos canais de sédio em outros insetos.

Diante do exposto, esse estudo teve por objetivo verificar a ocorréncia e determinar a
frequéncia da mutacdo causativa L1014H (kdr-his) no gene dos canais de sodio, associada ao
mecanismo de resisténcia kdr (knockdown resistance), e prospectar outros polimorfismos na
regido amplificada que também possam estar relacionados a resisténcia aos piretroides,
visando subsidiar as decisfes de controle quimico da Stomoxys calcitrans, em areas afetadas

por surtos no Brasil.
MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado na Embrapa Gado de Corte, tendo sido desenvolvidos 0s
estudos moleculares no Laboratorio de Genémica e Melhoramento Animal (GEMA).

Foram analisados um total de 117 individuos, provenientes das colénias CNPGC-1 (n=
31) e Kerrville-suscetivel (n= 20), e das populacdes de campo de Angélica (n= 26) e
Chapadéo do Céu (n= 40).

Moscas da colénia CNPGC-1 foram obtidas a partir de bioensaios in vitro conduzidos
com o objetivo de avaliar a eficacia de inseticidas piretroides a imaturos da mosca-dos-
estabulos nos quais foram adicionados cipermetrina ou deltametrina ao meio de criacdo larvar.
Ao final dos testes, foram coletadas as moscas que emergiram nas maiores concentragoes
empregadas, respectivamente, 0,9 a 18 mg e 0,09 a 6 mg/50 g de meio e armazenadas em
alcool 70% para posterior extracao de DNA.

Foram também obtidas amostras de duas popula¢fes de campo, coletadas em usinas
sucroalcooleiras afetadas por surtos de mosca-dos-estabulos, nos municipios de Angélica
(MS) e Chapadédo do Céu (GO).

Moscas provenientes da colbnia suscetivel, mantida pelo Knipling-Bushland US
Livestock Insects Research Laboratory (Kerrville, Texas, USA), serviram como controle para
as possiveis mutacdes detectadas.

A extracdo de DNA de cada individuo foi realizada utilizando o protocolo adaptado de
Olafson et al. (2011), onde mediante a utilizagdo de 200 ul de tampé&o (10 mM Tris- HCI, pH
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8,0, 1 mM EDTA, 25 mM NaCl e 400 pg/ ml proteinase K) em cada individuo macerado,
seguido da homogeneizagdo e incubagdo das amostras a 37°C por 60 minutos, 95°C por 3
minutos, centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 minutos, foi possivel a obtencdo do sobrenadante
contendo o DNA que a posteriori foi amplificado pela técnica de Polymerase Chain Reaction
(PCR).

A amplificacdo de um fragmento contendo 300 pb do gene do canal de sddio foi
realizada por PCR, mediante a utilizacdo dos primers f-5’GTGGGCGATGTCTCCTGTAT-3’
e r-5'-CTAGATGAACCGAAATTGGAC-3’, desenhados a partir da sequéncia de referéncia
(HQ010283).

As reacdes de PCR foram feitas com um volume final de 20 pl, utilizando-se 10 ng de
DNA molde; tampéo 1X; 1,5 mM de MgClz; 200 uM de cada dNTP; 0,4 uM de primer; 1,0
Ul de Tag DNA polimerase. O protocolo utilizado no termociclador para amplificacdo foi de
95°C/15°, seguido por 40 ciclos de 95°C/1° temperatura de desnaturagdo; 61°C /1’
temperatura de anelamento e 72°C/1° temperatura de extencdo, com extensdo final de
72°C/7°.

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese horizontal em
géis de agarose 1%, corados com Sybber Gold (Invitrogen™). O tamanho do fragmento de
300 pb foi determinado pela comparagcdo com um marcador, padrdo de peso molecular de 1
kb plus (Invitrogen™) A imagem de cada gel foi obtida por um sistema digital de foto
documentacao e do sistema L-Pix (Loccus Biotechnologies) para posterior analise.

Apbs esta primeira amplificacdo as amostras foram purificadas de acordo com Werle et
al., (1994) utilizando as enzimas éxonuclease | (exol) e fosfatase alcalina de camardo (SAP).
A exol digere o excesso de primers da reacdo enquanto a SAP defosforila 0 excesso de
dNTPs. As enzimas foram adicionadas a reacdo de amplificacdo na proporcédo de 1:1 (0,5 Ul
de cada uma) e incubadas a 37° C por 30 minutos, seguido de 20 minutos a 80° C.

A reacdo de sequenciamento foi realizada pelo método de terminacdo de cadeia
utilizando dideoxinucleotideos marcados com fluorocromos (Schlenk, 1988). Foi utilizado o
kit BigDye®Terminator v3.1 da Applied Biosystem seguindo as condices especificadas pelo
fabricante. A amplificacdo foi realizada no termociclador Veriti® Thermal Cycler da Applied
Biosystems, utilizando o seguinte programa: 96° C por 1 minuto, 25 ciclos a 96° C por 10
segundos, 50° C por 5 segundos e 60° C por 4 minutos.

Por fim, foi realizada uma nova etapa de purificacdo utilizando-se EDTA (125 mM, pH
8,0), etanol 70% e etanol absoluto. As reagdes foram ressuspendidas em 10 pl de formamida e

injetadas em um sequenciador automatico ABI-3130® (Applied Biosystems).
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As sequéncias geradas por eletroforese capilar mediante o uso do sequenciador foram
exportadas no formato FASTA e analisadas por meio do programa SeqScape® Software v2.1
(Applied Biosystems), onde os eletroferogramas foram alinhados a uma sequéncia referéncia
do GenBank (HQ010283) e editados.

As frequéncias alélica e genotipica foram obtidas por contagem direta e checadas
mediante a utilizacdo do programa Fstat versdo 2.9.3.2, no qual foram avaliados indices de
diversidade genética das populacdes e também se realizou um teste de diferenciacao aos pares
utilizando o indice de Fst de Wright. Este teste gera uma matriz de valores de p
correspondentes a cada célculo de Fst pareado, bem como um nivel de significancia do valor

p ajustado (ao nivel de 5%) apds uma correcdo de Bonferroni para comparagdes multiplas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Mutagéo kdr-his

Apos o alinhamento e edi¢do das 117 sequéncias obteve-se um fragmento contendo
230pb no qual foi possivel confirmar, em 23 individuos, a existéncia da mutacdo ¢.103T>A
(kdr-his), associada a resisténcia aos piretroides, previamente descrita nos EUA por Olafson
et al. (2011).As 20 amostras oriundas das coldnias suscetiveis, mantidas pelo Knipling-
Bushland US Livestock Insects Research Laboratory (Kerrville, Texas, USA), néo
apresentaram nenhum polimorfismo no fragmento sequenciado. Como foram utilizadas como
controle negativo para as possiveis mutacfes observadas, as mesmas ndo foram computadas
nos resultados apresentados, evitando assim, vieses que n&o refletiriam a realidade observada
na amostra de interesse.

Dos 97 individuos avaliados das trés populacdes (colénia CNPGC, Angélica e
Chapadéo do Céu), foi possivel observar a mutacdo kdr-his em 23 individuos, sendo 19 (83%)
heterozigotos e quatro (17%) homozigotos para o alelo kdr-his (Figura 2). A frequéncia
genotipica total observada foi de 0,639 para homozigoto TT, 0,289 para o heterozigoto TA e
0,072 para o homozigoto AA. Na figura 1 podem ser visualizados eletroferogramas para 0s
trés genotipos observados para o sitio onde se localiza o alelo kdr.

A heterozigosidade total observada foi de 0,283 e a esperada de 0,308, sendo a
diversidade génica para o loco na populacdo da colénia a menor obtida (0,063), enquanto as
populacdes de Angélica e Chapaddo do Céu apresentaram uma diversidade génica de 0,435 e
0,426, respectivamente. As frequéncias genotipicas para as trés popula¢es em analise podem

ser visualizadas na Figura 3, onde € possivel verificar no grupo avaliado a existéncia de
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moscas homozigotas para o alelo de resisténcia apenas nas populacfes silvestres. Estes
resultados indicam que existe maior variabilidade deste alelo nas populagdes de campo, do
que na colénia.

Pela matriz aos pares, baseada no indice de diferenciacdo populacional (Fst), foi
possivel observar ao nivel de 5% que as popula¢des de campo e a populagdo da coldnia séo
geneticamente distintas entre si, para o loco avaliado, enquanto que as populagcdes de campo
(Angélica e Chapadéo do Sul) nédo se diferenciam estatisticamente.

A maior variabilidade e a diferenciacdo populacional puderam ser confirmadas ao se
avaliar as frequéncias alélicas destes trés grupos (Figura 4), onde a frequéncia do alelo kdr-his
foi de 0,032, 0,308 e 0,300 para as populagdes da colénia do CNPGC, para Angélica e

Chapadé&o do Sul, respectivamente.
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Figura 1. Eletroferograma de amostras de moscas dos estabulos com genétipos HH (homozigotas para
o alelo kdr-his, mosca resistente, AA), LL (homozigotas com o alelo selvagem, susceptiveis, TT) e LH
(heterozigotas, codigo IUPAC W representando os nucleotideos T e A na mesma posicao) alinhadas a
sequéncia de referéncia (HQ010283). Histidina foi representada por H e Leucina por L.
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Figura 2. Alinhamento das sequéncias obtidas com a sequéncia de referéncia do GenBank -
HQO010283. Além do SNP detectado em individuos homozigotos resistentes (AA) e heterozigotos,
representados pelo codigo da IUPAC W (AT), nessa posicao.

Mutacao kdr-His

CNPGC-1 ANGELICA CHAPADAO
HAL 0,0 0,10 0,10
mAT 0,10 0,40 0,40
EmTT 0,90 0,50 0,50

Figura 3. Frequéncia genotipica para a mutacéo kdr-his das amostras oriundas das coldnias mantidas
na Embrapa e de usinas sucrooalcoleiras nos municipios de Angélica-MS e Chapadao do Céu-GO.
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E possivel observar na figura 4, que entre as populacbes de campo a frequéncia
genotipica para a mutagdo kdr-his foi relativamente alta, tal fato corrobora os resultados
observados por Soderlund e Knipple (2003), que comprovaram através da selecdo por
bioensaios com diferentes concentracdes de inseticidas in vitro, que o uso continuo de
inseticidas piretroides tem resultado no aparecimento de resisténcia nas diferentes populagdes
de insetos.

Além disso, a baixa frequéncia (Figura 5) do alelo kdr nas moscas da colénia CNPGC-
1, obtidas em bioensaios de avaliacdo da acdo larvicida de piretroides, sugere que as
concentragOes empregadas nos bioensaios tenham sido insuficientes para uma efetiva selecdo
de individuos resistentes ou ainda que, caso tenha havido uma efetiva sele¢do de individuos
resistentes, outro mecanismo de resisténcia (que nao o kdr) possa estar presente na populacao.
Independente do caso, a real frequéncia de individuos kdr na colénia CNPGC-1 tende a ser
menor que a observada, uma vez que alguma selecdo tenha sido imposta pelos bioensaios. A
maior frequéncia dessa mutacdo em moscas provenientes das usinas tende a ser uma
consequéncia direta da maior pressao de selecdo em desenvolvimento nas areas de ocorréncia
de surtos devido ao uso intensivo de inseticidas nestes locais.

Resultado semelhante foi obtido a partir de estudos realizados por Sheppard (1995) em
populagcdes de mosca-dos-chifres (Haematobia irritans), onde a baixa frequéncia de
individuos resistentes observada em popula¢Bes positivas para o bioensaio possibilitou a
afirmacdo de que existe pelo menos um mecanismo de resisténcia aos piretroides.

A questdo relacionada a existéncia de outros mecanismos de resisténcia associados aos
individuos da colénia também foi discutida por Brooke et al. (2008), onde os autores sugerem
que a resisténcia pode ser multigénica e o gendtipo kdr pode ndo explicar totalmente a
variancia fenotipica. Em Aedes aegypti Saavedra-Rodriguez et al. (2008) conseguiram atribuir
o fenotipo knockdown a distintos efeitos genotipicos, encontrando que a variancia do fenétipo
é dada em 58,6% ao alelo V10161 (que caracteriza o alelo kdr nesta espécie) enquanto que
25,5% da variacdo remanescente é dada por outros seis QTLs. Apenas 23,1% da variancia na
sobrevivéncia eventual deveram-se ao alelo V10161 e 13,7% por outros trés QTLs adicionais,
demostrando claramente a multiplicidade de genes e regides envolvidas na resisténcia aos
inseticidas.

Outra questdo que também pode ser levantada a respeito da maior incidéncia do alelo kdr
nas populacdes naturais é destacada na revisdo feita por Kliot & Ghanim (2012). Os autores
descrevem diferentes exemplos relacionados a menor aptiddo bioldgica (fitness) em insetos,

de diferentes ordens, resistentes a inseticidas.
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Os insetos utilizam diferentes mecanismos para lidar com os inseticidas, podendo ser
estes comportamentais (Sparks et al., 1989; Zyzak et al., 1996), fisioldgicos (Stone & Brown,
1969; Hemingway, 2000) ou geneéticos (Ffrench-Constant et al., 2004). Dentro das alteracfes
consideradas fisiologicas/genéticas pode-se considerar a super expressao de genes
constitutivos codificando enzimas de detoxificacdo (Hemingway, 2000; Kliot & Ghanim,
2013) ou a inducdo de alteragdes mutacionais nos sitios alvo do inseticida (Ffrench-Constant
et al., 2004). Estas a¢Oes possuem um custo elevado ao inseto e podem afetar a reproducéo,
prejudicar a capacidade de dispersdo ou causar varios outros efeitos na aptiddo do mesmo
(Kliot & Ghanim, 2013).

Em seus estudos, Busvine (1951) relatou que o controle a base de inseticidas piretroides
é bastante comum em casos de surtos de mosca-domeéstica (M. domestica), e foi nessa espécie
que houve a identificacdo da primeira resisténcia caracterizada pela mutacao kdr.

Estudos comprovaram que moscas-domésticas apresentam diferencas fisioldgicas entre
moscas resistentes (com alelo kdr) e susceptiveis (alelo selvagem), sendo que as resistentes
ndo apresentam preferéncia por gradientes de temperatura, enquanto as susceptiveis preferem

temperaturas mais elevadas (Foster et al., 2003).

Sabe-se que temperaturas elevadas, associadas a umidade, promovem um
encurtamento no ciclo de vida destes insetos. Em S. calcitrans foi comprovado que a
temperatura impulsiona o desenvolvimento larval e em temperaturas mais altas as moscas se
desenvolvem mais rapidamente (Florez-Cuadros, 2017). Caso as moscas-dos-estabulos
apresentem o mesmo comportamento das moscas domésticas resistentes (Foster et al., 2003),
pode-se aventar uma segunda hipotese a respeito da menor frequéncia do alelo kdr-his
encontrado na populagdo do CNPGC-1. O manejo conduzido nas col6nias do CNPGC, com
coleta de ovos no pico da postura, favorece a sobrevivéncia das moscas que se desenvolvem
mais rapidamente, ° que vem ocorrendo ha cerca de 100 gerac@es (Barros, 2019 — informacao
pessoal); tal procedimento pode ter promovido uma diminui¢do do alelo mutante, em funcéo
de uma selecédo a favor do alelo selvagem, conduzida indiretamente. Esse é o primeiro relato
da mutacdo kdr em Stomoxys calcitrans no Brasil. Além dessa mutagdo foram observadas
mais trés novas mutacGes, posteriormente estudos serdo realizados visando especular o valor
adaptativo dessas mutacdes, uma vez que pelo menos um alelo dela existe em mais de 50%
dos individuos genotipados, isso provavelmente confere algum valor adaptativo a mosca para

gue ela se mantenha nesse nivel de frequéncia.


https://scholar.google.com.br/citations?user=UDZjNd0AAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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Figura 4. Frequéncia alélica para a mutagdo kdr-his das amostras oriundas da colénia CNPGC-1 e das
amostras provenientes das usinas sucroalcooleiras dos municipios de Chapaddo do Céu-GO e
Angélica-MS.

2. Prospeccao de novos SNPs

Através deste estudo, também foi possivel prospectar trés novos SNPs (Tabela 2), ainda
ndo descritos na literatura. Duas dessas mutacdes estdo localizadas em éxons, sendo uma
silenciosa (c.253G>A) e a outra ndo (c.265T>A); enquanto o outro SNP (nc.158G>T) foi
encontrado na maioria dos individuos e esta localizados em uma regiéo intronica.

O SNP mais frequente em todas as populagdes foi o SNP localizado no intron
(nc.158G>T), sendo sua frequéncia alélica media observada de 0,258, variando de 0,188 em
Chapaddo do Céu e 0,323 na col6nia CNPGC1, sendo a maior parte dos individuos, que
continham a mutacédo, eram heterozigotos (Figura 5).

O SNP com alteracdo do aminoacido (c.265T>A), cuja mutacdo promove a alteracdo de
uma asparagina (AAT) por uma leucina (AAA), foi observado apenas em um individuo da
colénia CNPGCL1 e em heterozigose, enquanto que o SNP silencioso (c.253G>A; TTG ou
TTA, codificando uma leucina) ocorreu apenas na populacdo a campo (dois individuos
heterozigotos, um em cada localizag&o).

O éxon é uma regido codificadora do gene, o qual codifica 0 segmento de uma proteina
maior, que possui multiplos dominios, enquanto, em principio, o intron é uma regido nao
codificadora que interrompe a regido codificante do transcrito, sendo comumente utilizado
para caracterizacdo de individuos (Cox et al., 2012).

Entretanto, estudos tem comprovado que regides intrénicas ndo devem ser consideradas

ndo codificantes e sem funcdo. Estas podem conter elementos funcionais (Coulombe-
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Huntington & Majewski, 2007), como micro-RNAs que atuam na expressao génica, além de
poder contribuir na diversidade protedmica, facilitando o splicing alternativo (Stetefeld et al.,
2005). Em recente revisdo (Shaul, 2017) caracterizou a habilidade dos introns de elevarem a
expressao génica em diferentes espécies, incluindo insetos. Segundo levantado pelo autor,
este aumento pode ocorrer, pois 0s introns podem afetar a taxa de transcri¢do, o transporte do
MRNA para o nlcleo e a estabilidade de transcri¢cdo, bem como podem aumentar a eficiéncia
da traducdo do mRNA.

O gene do canal de sdédio é altamente conservado entre espécies, especialmente em
relacdo a estrutura éxon — intron (embora o comprimento do intron ndo seja, Davies et al.,
2007). A organizacdo geral das proteinas do canal de sddio é conservada entre 0s
invertebrados e vertebrados e consiste em quatro dominios homologos (I — 1V), cada um
contendo seis segmentos transmembranares (S1 — S6) (Tan et al., 2002).

A primeira sequéncia obtida no processo de transcricdo é o pré-RNA mensageiro,
produzido a partir da leitura do DNA. O pré-mRNA é produzido no nucleo celular e mantém a
mesma estrutura intron-éxon do DNA. Os introns sdo removidos ainda no ndcleo para a
formacdo do RNA mensageiro o qual é transportado para o citoplasma onde ocorre a traducgéo
(producdo da proteina). Modificagdes pds transcricionais da sequéncia do pré-mRNA pode
significar que a sequéncia proteica traduzida ndo é necessariamente a prevista a partir da
leitura do DNA codificante (Donnelly et al., 2007). Segundo estes autores diferentes artigos ja
demonstraram a existéncia de evidencias de modifica¢do no precursor do mRNA (pré-mRNA)
dos canais de sodio em diferentes insetos.

Em uma revisdo bibliografica realizada por Dong (2007) é possivel verificar a
existéncia de mecanismos de splicing alternativo e edicdo de RNA pos-transcricional pelos
quais 0s insetos geram uma notavel gama de variacdes estruturais e funcionais nos canais de
sodio a partir de um Gnico gene.

Tan et al. (2002) afirmaram que o splicing alternativo € o maior mecanismo nos quais
uma diversidade de animais aumenta a diversidade funcional dos canais de sddio e potéssio,
sendo que em Drosophila sp. ja foram descritos distintos splicing alternativos e distintos
mecanismos de regulacdo dos mesmos. Estes autores descrevem trés éxons alternativos na
regido 111S3-4 do gene dos canais de sédio da barata-germanica (Blattella Germanica), sendo
que dois destes apresentavam diferencas sensiveis em relacdo a sensibilidade a deltametrina.
A hipoétese aventada neste estudo é que a mutacdo intronica observada (nc.158G>T), pode
estar relacionada com splicing alternativos associados a resisténcia, tendo em vista sua alta

frequéncia tanto nas moscas da colénia como nas moscas coletadas a campo, ndo sendo,
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portanto, uma mutagdo ocasional que por ndo ser utilizada, facilmente seria descartada no
processo seletivo natural. Na tabela 2 é possivel observar que esta mutagdo ndo esta em
desequilibrio de ligagdo com a mutacdo kdr, uma vez que a mesma ocorre independente do
alelo observado (T ou A) na posicdo 15225 do gene dos canais de sédio da mosca-dos-
estabulos.

Da mesma forma, de acordo com Kimchi-Sarfaty et al. (2007) os SNPs silenciosos
podem afetar o dobramento das proteinas in vivo e consequentemente afetar sua funcao.
Ainda ndo existem trabalhos relacionados a expressdao génica na mosca-dos-estabulos,
entretanto, estudos realizados por Salgado et al. (1983); Rashatwar & Matsumura (1985) e
Matsumura et al. (1995), visando especular a susceptibilidade em outras classes de insetos
como barata-germanica (Blattella Germanica), mosca-das-frutas (Drosophila melanogaster) e
mosca-doméstica, detectaram mutacBes localizadas em introns ao invés de éxons e essas

mutacdes foram correlacionadas com a expresséo génica e a resisténcia kdr.

Tabela 1. Frequéncia alélica encontrada nos SNPs prospectados no fragmento sequenciado de

230pb para as trés populacdes estudadas e a frequéncia alélica média do conjunto amostral

avaliado.

Frequéncia alélica

n Alel Alel
SNP amostral selv:me mutgrgte

© O |nc.158G>T 0,677 0,323
S [c253G>A | 31 1,000 0,000
O & [c265T>A 0,084 0,016
8 |nc.158G>T 0,712 0,288
‘T [c.253G>A 26 0,981 0,019
< |c.265T>A 1,000 0,000
S 5 |nc.158G>T 0,813 0,188
238 [c253G>A | 40 0,988 0,013
g S C.265T>A 1,000 0,000
_  |nc.158G>T 0,742 0,258
|°_*§ C253G>A | 97 0,990 0,010
C.265T>A 0,995 0,005
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Figura 5. Frequéncia genotipica da mutacdo encontrada no intron das amostras oriundas da colénia
CNPGC-1 e das amostras provenientes das usinas sucroalcooleiras dos municipios de Chapadao do
Céu-GO e Angélica-MS.



42

Tabela 2 - Sumério das mutacfes observadas em uma sequéncia de 230 pb do gene dos
canais de sodio contendo o sitio mutacional do alelo kdr-his (¢,103T>A), suas localizaces
em relacdo a sequéncia codificante, posicdo do SNP observado na sequéncia referéncia
HQ010283, do aminoacido em relacdo a mutagdo L1014H, o tipo de mutacdo e os gendtipos
obtidos em relacéo a original, em cada populacéo e no total.

SNPs OBSERVADOS
c.103 T>A | nc.158 G>T | ¢c.253 G>A | c.265T>A
Localizagdo no Exon intron Exon Exon
gene
Posi¢ao do SNP no N
gene g.15225T>A | g.15280G>T | g.15375G>A | g.15387T>A
Posicdo do
aminoacido L1014H nao tem L1023L N1027L
Tipo de mutagdo Missense Silenciosa Missense
o . 12
Qo S TA 2
o) 3 GG 3
£ o GT 13
S ©
5 GT TA 1
O
Total 31
6
TA 4
(%) (%]
> 8 AA 3
I =
.S ' GG 2
?D N GT 5
g TA GT 5
TA GT GA 1
Total 26
O 14
© TA 8
§ _§_ AA 4
o ~g GG 1
©
28 8 GT 4
o GT GA 1
3 TA GT 8
=
O  [Total 40
32
" TA 14
0 AA 7
O (%]
LD" _8. GG 6
g NS GT 22
2 3 GT GA 1
@ G}
o GT TA 1
§ TA GT GA 1
TA GT 13
Total 97
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CONCLUSAO

O presente trabalho revela a existéncia do alelo kdr-his, associado a resisténcia a
inseticidas piretroides, em popula¢@es da mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) de dois
municipios de Mato Grosso do Sul. Paralelamente, outros trés SNPs, com func¢des ainda nao
conhecidas, foram prospectados na mesma regido do gene dos canais de sodio, que podem

estar envolvidos na expresséo fenotipica desta caracteristica.
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