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VARIABILIDADE GENETICA DE Aedes aegypti EM AREA URBANA
DE CAMPINA GRANDE- PB

LIMA, Fernanda Fernandes de Oliveira

RESUMO

A caracterizagdo de insetos possibilita a identificacdo de diversas especificidades através dos
padrdes fisiologicos, morfologicos e genéticos é possivel obter uma estruturagdo populacional.
A utilizacdo de marcadores moleculares sdo ferramentas baseadas em DNA que possibilita
complementar ao estudo desta caracterizacdo. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
diversidade genética de populacdes de Aedes aegypti nos bairros do Catolé e José Pinheiro,
Campina Grande, PB, utilizando marcadores moleculares microssatélite e determinar a estrutura
genética e o nivel de fluxo génico entre as popula¢des em escala micro geogréfica através com a
utilizacdo de 3 pares de primers. A coleta de ovos realizada no més de fevereiro utilizando 10
pontos em cada bairro serviu para a tabulacdo dos dados e a realizagdo da PCR com trés
primers de microssatelite. No programa GenAIlEx 6.5 (Genetic Analisis in Excel) foi gerado os

resultados para o comparativo gréfico. A andlise feita por estimativas Fgt (indice de fixacao

génica) entre as populacdes nos observar que entre os pontos J-1 e C-2 apresentam uma fixagédo
média de 0,006 , classificado com alto valor de fluxo génico dentro dessas populacbes e um
baixo fluxo génico entre C-4 e C-8.

Palavras-chave: vetor da dengue, diversidade genética, microssatélite, fluxo génico



VARIABILITY OF Aedes aegypti IN URBAN AREA FROM CAMPINA
GRANDE - PB

LIMA, Fernanda Fernandes de Oliveira

ABSTRACT

The characterization of insects enables the identification of different features, such as density,
size, emergence and sex ratio through knowledge of their physiological patterns, for a
morphological and genetic population structure. Molecular markers are DNA-based tools,
complementary to the study of this characterization. Aimed through this study was to evaluate
the genetic diversity of populations of Aedes aegypti in two districts of Campina Grande - PB,
Catolé and José Pinheiro and determine the genetic structure and levels of gene flow between
populations in micro scale through geographic microsatellite amplification using primer pairs 3.
The data were submitted to the GenAlEXx 6.5 (Genetic Analisis in Excel) to create a comparison

chart. The analysis estimates for Fgt(index fixation of gene) among populations collected at

each of 10 points, allows us to observe that between the subpopulations J-1 and C-2 show a
fixation average 0.006 classified as a low level genic differentiation, in other words, there is
greater gene flow within subpopulations to compare themselves with others groups for this
search.

KEYWORDS: dengue vector, population genetics, microsatellite, gene flow.
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1 INTRODUCAO

Aedes aegypti € um insetos de origem africana e devido ao seu comportamento
antropofilico teve uma rapida dispersdo principalmente em meios urbanos, o que pode
explicar o crescente nimero de casos de dengue juntamente com o desenvolvimento industrial
(SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2010).Esse mosquito provavelmente foi
introduzido no Brasil ainda no periodo colonial através dos navios europeus, quando surtos de
febre amarela assolavam o periodo (BISSET,2002).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde, OMS (2012), a dengue tem sido
relatada no mundo desde o século XVII. Porém no século XVIII as epidemias se tornaram
mais intensas e o A. aegypti foi descoberto como vetor da doenca.

A palavra dengue tem origem espanhola e quer dizer “melindre”, “manha”. O nome
faz referéncia ao estado de prostracdo que o individuo contaminado pelo arbovirus adquire
(PORTAL DA SAUDE, 2012). O agente etioldgico da dengue é um arbovirus da familia
Flaviviridae existente em quatro sorotipos possiveis - DENV-1; DENV-2; DENV-3 e DENV-
4 (GUEDES, 2012).

A auséncia de uma vacina ou medicamento eficaz para o tratamento da dengue torna a
utilizacdo de inseticidas quimicos a principal medida de controle contra o inseto para evitar o
alastramento das epidemias. As campanhas de conscientizacdo sdo estratégias adicionais para
0 combate do inseto visto que os principais criadouros sdo produzidos, sobretudo por seres
humanos.

Mesmo com os métodos de controle disponiveis, nenhum método € livre de riscos ou
continuam eficientes em longo prazo que possam evitar surtos de dengue, tornando necessario
o conhecimento aprofundado sobre a estruturagcdo genética e dinamica populacional, uma vez
que populacbes geneticamente diferentes podem apresentar diferencas quanto a sua
capacidade e competéncia vetorial para o virus da dengue. Na tentativa de se manter
estratégias efetivas de controle, o desenvolvimento de ferramentas que possibilitem o
entendimento das relagdes entre o vetor e homem é imprescindivel (SPENASSATTO, 2011).

Os marcadores moleculares tornaram-se 0 mais comum parametro para medir as
diferengas genéticas entre individuos ou dentro e entre espécies relacionadas a populacdes
(BEHURA, 2006). Atualmente, existe uma série destes, sendo utilizados para diversos fins,
como filogenia, ecologia e dindmica  populacional ~ (SABATINI,  2003).

Os marcadores moleculares baseados na amplificagdo de microssatelites, também



denominados de repeticbes de sequéncias simples (simple sequence repeats; SSRs),
compreendem uma classe de DNA repetitivo composto de pequenas sequéncias de 1 a 4
nucleotideos repetidos adjacentes que se encontram dispersos no genoma.

Em genomas de eucariotos, essas pequenas sequéncias repetitivas de DNA sdo mais
frequentes, mais bem distribuidas e formam loci genéticos muito polimorficos que podem ser
amplificados via PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir de um par de primers especificos
(de vinte a trinta bases) que flanqueiam os microssatélites (MULLER, 2010).

Desta forma, objetivou-se avaliar a diversidade genética das populacdes de A. aegypti
em area urbana, caracterizando a estrutura genética e nivel de fluxo génico entre populacGes

em escala micro geograficas.



2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Avaliar a estrutura genética das populacdes de Aedes aegypti em area urbana

2.2.0bjetivos especificos

e Caracterizar a variabilidade genética espacial da espécie Aedes aegypti;

¢ Avaliar o nivel de fluxo génico entre populacfes em escala micro geogréficas.



3 REFERENCIAL TEORICO
3.1. Situagao atual da dengue

A dengue ¢ uma enfermidade de ocorréncia mundial, sendo atualmente encontrada em
grande escala no continente americano, numa faixa que se estende do Uruguai até o Sul dos
Estados Unidos (VARON, 2010). Segundo a Secretaria de Vigilancia em Salde
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010), s&o relatados mais de 100 milhdes de casos por ano.

O ndmero de paises com ocorréncia da febre amarela e da dengue hemorragica vem
crescendo durante os anos. Em 1992 foram relatados casos da doenga em 20 paises, em 2001
esse numero sobe para 38 paises, entre os anos 2001 e 2004 tiveram relatos de 69 paises
infectados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

Nas Américas 0 numero de casos e de paises com registros de infectados também é
crescente, entre 1968 e 1980, foram registradas a infec¢do em cinco paises com 60 casos. Por
outro lado entre 1981 até 2005 os casos ultrapassam 139 mil em 29 paises (COELHO, 2008).
Registros mais atuais obtidos através do Programa Regional da Dengue da OPAS/OMS
(2013) mostram que houve 279.540 casos da doenca, 1.752 casos graves e 84 (bitos na
Regido das Américas. Dentre as areas com transmissdo ativa destacam-se o Cone Sul com
242.639 casos (Brasil 204.650 casos e Paraguai 37.642), seguida da sub-regido América

Central e México com 16.907 casos, e Andina com 14.983 casos.

No Brasil, a primeira epidemia relatada com diagndstico clinico ocorreu em Boa
Vista/ Roraima em 1982. Nesse mesmo século, ocorreram epidemias no Rio de Janeiro e em
algumas capitais do Nordeste. 70% da populacdo brasileira residem na regido Sudeste e
Nordeste, onde 0s casos de dengue sdo mais frequentes (figura 1) (A Dengue vem ocorrendo
desde entdo de forma continuada, intercalando com ocorréncias epidémicas e isoladas. A cada
ano, sao registrados entre 50 milhGes e 80 milhdes de casos de dengue em todo mundo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).
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Figura 1: Mapa do territério brasileiro com a intensidade de epidemias para a dengue.
Fonte: Ministério da Saude, 2010

Na Paraiba, os dados do Levantamento do indice Rapido de Infestagdo por A. aegypti
(LIRAa), realizado em novembro de 2010, indicam que Jodo Pessoa estd em situagdo
satisfatoria, que é definida quando a presenca de larvas do mosquito, ocorre em menos de 1%
das residéncias. No entanto, os municipios de Campina Grande e Santa Rita estdo em situacédo
de alerta, com indices de infestacdo de 1,9% (MINISTERIO DA SAUDE 2011).

Os dados tiveram mudancas, no altimo boletim da Secretaria de Estado da Saude,
publicado no dia 15 de dezembro de 2012, os dados do LIRAa mostra que 0 municipio de
Campina Grande esta em situacdo satisfatoria com indices de infestacdo de 0,8%. Contudo,
alguns municipios estdo em situacéo de alerta, como no municio de Emas que possui o indice
de infestacdo de 14%, mostrando que apesar dos programas do governo revelar resultados, a
regido do sertdo continua sendo a mais acometida e contribui com 55,27% do total de casos
do estado da Paraiba (MINISTERIO DA SAUDE, 2012)

De acordo com dados do Boletim Epidemiologico n° 9, foi registrado um aumento de
9% no namero de notificacOes de casos de dengue na Paraiba de 1° de janeiro a junho do ano

de 2013, se comparado com o mesmo periodo do ano anterior. Até agora, foram notificados



7.471, dos quais 2.570 ja confirmados para dengue classica, 62 casos graves da doenga e 781
descartados. No mesmo periodo de 2012, foram registradas 6.850 notificacbes. O maior
numero de casos notificados ocorreu nos municipios de Jodo Pessoa, Campina Grande, Séo
Jo&o do Cariri e Santana de Mangueira (SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE, 2013).

3.2. Distribuicéo e ecologia do Aedes aegypti

O Aedes aegypti encontra-se hoje distribuido mundialmente entre as latitudes 35° Norte e
35° Sul, que correspondem a isoterma de inverno de 10°C. A distribuicdo desse mosquito
também ¢é restrita a altitude. Embora a espécie ndo seja normalmente encontrada em zonas
acima de 1.000 metros de altitude, sua presenca ja foi detectada a alturas de mais de 2.000
metros, na India e na Colémbia (BRAGA, 2008).

Com relacdo ao ciclo de vida, na natureza os culicidios nutrem-se de néctar de flores e
suco de frutos que sdo essenciais para a sobrevida de muitas espécies. Contudo, o repasto
sanguineo feito pelas fémeas € imprescindivel para a maturacdo dos ovos. Em geral, a fémea
de culicideos faz uma postura apés cada repasto sanguineo (BARATA, 2001). O é&pice desta
atividade da-se no periodo crepuscular matutino, a tarde e a meia noite (BRAGA, 2007).

O Aedes aegypti, mais do que qualquer outra espécie, alimenta-se mais de uma vez entre
duas oviposicGes sucessivas, especialmente quando a fémea é perturbada antes de estar
totalmente ingurgitada. Essa caracteristica aumenta a possibilidade do mosquito ser
transmissor do virus.

Segundo Braga (2007), o ciclo gonotréfico se completa nos culicideos, em dois ou trés dias
guando as condi¢Bes ambientais sdo favoraveis. A época da reproducdo se estende ao longo
do ano, tendo um declinio na estacdo de seca e um periodo de pico na temporada chuvosa,
coincidindo em um periodo de alta incidéncia (HUBER, 2002).

A temperatura influéncia na transmissdo do dengue interferindo de forma direta e
indireta no repasto sanguineo das fémeas, em seu desenvolvimento e no periodo de incubacéo
extrinseco do virus (DONALISIO & GLASSER, 2002).

3.3. Controle do Aedes aegypti
Uma primeira campanha publica contra a dengue e febre amarela urbana, iniciada por

Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro (1902-1907), instituiram brigadas sanitarias, cuja funcédo era
detectar casos de febre amarela e eliminar os focos de A. aegypti (BRAGA E VALLE, 2007).
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As campanhas de conscientiza¢do sdo importantes para o combate do inseto visto que
0s principais criadouros sdo produzidos principalmente pelos seres humanos. Existem
estratégias utilizadas pelas campanhas para o controle de vetores, como por exemplo, 0
manejo ambiental, que lanca méo da retirada do vetor ou do foco do ambiente com a
eliminacdo dos criadouros, drenagem e instalagio de portas e janelas (ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUD, 1995).

O controle bioldgico € outra estratégia que se utiliza de predadores larvais, como
invertebrados aquaticos (copépodos e Toxorhychites) ou peixes. Entre as medidas de controle
bioldgico ainda € possivel citar o uso de patdgenos como o fungo Lagenedium giganteum,e de
parasitas como o0s nematodeos (ROSE, 2001). Varios agentes de controle bioldgico
apresentaram um bom potencial para suprimir popula¢cdes de mosquitos.

Com a auséncia de um medicamento eficaz no tratamento da dengue, o Ministério da
Saude brasileiro vem, oficialmente, adotando programas verticais de controle da Dengue e em
2002 foi instituido o Programa Nacional de Controle de Dengue (PNCD), que tem por base a
de eliminar o mosquito através de inseticidas/ larvicidas.

A utilizacdo de inseticidas quimicos é a medida atual de maior eficiéncia tomada
contra larvas e mosquitos adultos para evitar o alastramento das epidemias.Contrapartida o
uso de produtos quimicos como os organofosforados e piretroides expdem os seres humanos a
sua acdo toxica, com repercussdes de longo prazo para a saude, com dificil e custosa
investigacdo  epidemioldgica  (hipersensibilizantes, imunotoxicos, neurotoxicos,
carcinogénicos e disruptores enddcrinos)(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

3.4. Marcadores Moleculares

Com o aprimoramento da biotecnologia estudos comecam a introduzir a utilizacéo de
caracteres moleculares para caracterizacdo de uma espécie, ou de suas populagdes, e com isso,
encontrar uma forma mais efetiva de controle da dengue (CALADO, 2005).

Os Marcadores Moleculares tornaram-se um parametro comum para medir as
diferengas genéticas entre individuos ou dentro e entre especies relacionadas as populacGes
(BEHURA, 2006). Atualmente, existe uma série destes, sendo utilizados para diversos fins,
como filogenia, ecologia e dindmica populacional (SABATINI, 2003).

Os Marcadores moleculares sdo segmentos de DNA que estdo ligados a locus que
determinam caracteristicas de interesse (ALZATE-MARIN et. al, 2005). Estes sdo entidades
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herdaveis que seguem os padres de heranca mendeliana e sdo importantes ferramentas no
estudo sobre a variagdo genética (SCHULMAN et al., 2004).

Segundo Brown et. al, 1996 o uso de marcadores moleculares foi largamente aceito
como ferramenta para o melhoramento, estudos evolutivos e conservagdo.Botstein et. al
(1980) relata que RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) foram os primeiros
marcadores desenvolvidos e utilizados na avaliacdo da variacdo genética entre organismos.

Behura et. al (2006) menciona que os Marcadores com mtDNA, RAPD(Random
Amplified Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) tem sido
utilizados em estudo de populacdo de insetos.Os SSRs (Simples Sequence Repeats) sdo
trechos de DNA contendo repeticdes em tandem, unidades distribuidas por todo genoma,
estes se tornaram marcadores padrbes para a analise do genoma tanto de plantas como dos
animais (CONNELL et. al, 1998).

PCR (Polymerase Chain Reactions) permite realizar estudos moleculares envolvendo
grande numero de individuos em qualquer fase do seu desenvolvimento, desde que haja
guantidade suficiente de DNA para andlise. Esta técnica permite a sintese in vitro de milhdes
de copias de um fragmento sintético de DNA de tamanho definido a partir do DNA de
amostras bioldgicas, também chamadas DNA molde (BOREM & SANTOS, 2004).

Microssatélites sdo regides do genoma dos organismos eucariontes constituidas de 2 a
5 nucleotideos em cadeia, e estdo distribuidos aleatoriamente no genoma, em uma densidade
aproximada de 1 a cada 10 a 15kb, dependendo da espécie. Estas regides sdo caracterizadas
por um alto grau polimorfico (taxa de mutacéo estimada em 10-2 a 10-3 por locus por gameta
por geracdo) no que diz respeito ao nimero destas repeticGes. Este polimorfismo tem
consequéncias importantes, como a geragdo de alelos polimorficos que podem ser utilizados
em estudos genéticos populacionais, em sistematica € no mapeamento gendmico.
(SABATINI, 2003)



4.MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta de Aedes aegypti

12

A coleta foi realizada no més de fevereiro nos hairros do Catolé e José Pinheiro, em

Campina Grande, PB.Em cada bairro foram delimitados cinco pontos de coleta, onde foram

instaladas 90 armadilhas para coleta de ovos (ovitrap), sendo nove armadilhas por ponto

distribuidas no intra e Peri domicilio. As armadilhas foram recolhidas ap6s trés dias da

instalacdo, e 0 material coletado, acondicionado em caixas térmicas de isopor e trazido para o

laboratdrio para a quantificacdo do numero de ovos e identificacdo da espécie (Figura 2).
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Figura 2: Mapa ilustrativo da distribui¢do dos pontos de coleta nos bairros do Catolé e José Pinheiro. Os

pontos negros correspondem as areas de coleta.

4.2. Criacdo e identificacdo de A. aegypti em laboratorio

No laboratério de Entomologia do Nucleo de Bioecologia e Sistematica de Insetos da

Universidade Estadual da Paraiba as palhetas contendo os ovos foram colocadas para secar

por um periodo de 48 horas, sendo em seguida, acondicionados em bandejas plasticas de cor
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branca medindo 40 x 40 x 7,5 cm com um terco de sua capacidade preenchida com &gua
destilada. Apo6s a eclosdo das larvas foi ofertada racdo para peixe ornamental (Alcon/goldfish
crescimento) na proporcao de 100 mg/bandeja.

Apls a mudanca de estagio, as pupas foram sexadas e transferidas para copos
descartaveis de 250 ml e colocados em gaiolas até atingirem a fase adulta. Para a identificagdo
do mosquito utilizou-se a chave dicotdmica contida em Forattini (2002) e Rueda (2004).

4.3. Extracdo do DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada no laboratério de Biologia Molecular do
Hospital Universitario Alcides Carneiro utilizando o Kit Promega, Wizand Genomic DNA
Purification seguindo as recomendac@es do fabricante. .

Inicialmente, cada inseto foi macerado individualmente em 200 ul de tampéo (solucéo de
quebra nucléica) em seguida homogeneizado por 10 segundos. Posteriormente foi adicionado
em cada amostra 6ul de proteinase k 20mg/ml e homogeneizado por inversdo por 2 minutos,
seguido de incubacdo por 1 hora a 55 °C.

Para a lise e precipitacdo de proteinas foi adicionado 1pl de RNase Solution e incubada
por 30 minutos a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 66 pl de Protein precipitation
solution, homogenizado e colocado no gelo por 5 minutos. Apds centrifugado a 13.000 rpm
por 2 minutos,0 sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado 300ul de
isopropanol em temperatura ambiente e homogeneizado por inversdo antes de centrifugar a
13.000 rpm por 20 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi homogenizado em 300 pl de
etanol 70%a 4 °C, e novamente centrifugado por 20 minutos a 13.000 rpm.

O etanol foi removido completamente antes da re-hidratacdo do DNA em 30 pl de DNA

Rehydration Solution a 4°C overnight, e posteriormente armazenado a- 20 °C.

4.4 Amplificacdes de microssatélites

Para a amplificacdo das 100 amostras, foram utilizados 3primers, AC-1, T-9 e AC-2, e
otimizado para as condi¢cdes de amplificacdo e eletroforese utilizadas no laboratério de
Entomologia da UEPB.

As reagdes para amplificacdo de microssatélites foram realizadas em um volume final
de 25 pL, contendo 1puL de DNA genémico,15.45uL de agua miliQ, 2.5 pL de tampédo
buffer10x (10 mM Tris HCI, pH 8,3, 50 mM KCI), 1.25 pL de MgCl;, 1 pL de cada primer,
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2.5uL de dNTP e 0.3 pL de Taq DNA polimerase.

Para amplificacdo, as reacdes foram submetidas as seguintes condic¢des: desnaturagao
a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos compostos por uma desnaturacdo a 94°C por 1
minuto, anelamento a 36°C por 1 minuto e uma extensdao de 72°C por 2 minutos, seguida de

uma extenséo final de 72°C por 10 minutos.

4.5. Eletroforese

4.5.1. Preparagéo do gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida 6% foi preparado utilizando-se 15 mL de solucéo acrilamida-
bisacrilamida (40%), contendo uréia (7M), foi adicionado 300uL de persulfato de aménia (10
%) e 30uL de TEMED (N,N,N’,N” — Tetrametileno diamino). Apds o preparo a solucéo foi
homogeneizada e distribuida entre as placas de vidro de forma sucessiva e rapida, evitando
assim, a formacdo de bolhas de ar. Em seguida, foi inserido um pente para formacdo dos

pocos, sendo aguardando 40 minutos até a polimerizacdo do gel.

4.5.2. Preparo das amostrase Eletroforese

Antes da separacdo eletroforética,4uL de cada PCR, foram homogenizados com
6uLde tampdo de carregamento (formamida 95%, azul de bromofenol 0,05% e EDTA 0,5 M),
seguidopor5 minutos de desnaturacdo a 95 °C conservado em gelo até a aplicacdo no gel de
poliacrilamida. Apds a polimerizagdo, o pente foi removido e o gel inserido em uma cuba de
eletroforese vertical contendo TBE 1x. Antes da aplicacdo das amostras, o gel foi submetido a
uma pré-corrida de aproximadamente 50 minutos a uma poténcia de 20W. Em seguida, 9uL
de cada amostra foi aplicada nos pocos. Foi utilizado um marcador molecular (ladder) de 100
pb.Sendo utilizado como padrdo para caracterizar o tamanho dos fragmentos amplificados. A
corrida eletroforética foi realizada em temperatura de 2°C por duas horas a uma poténcia de

20 W e 300 U, para a separagéo dos fragmentos.

4.5.4 Revelacéo do gel

A visualizacdo dos fragmentos apés eletroforese seguiu 0 método de coloragdo com
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nitrato de prata (CRESTE et al, 2001). Apds a corrida eletroforética, o gel foi transferido para
uma bandeja e submerso em solugdo de fixacdo contendo &lcool etanol 10% e &cido acético
1% (fixacdo), mantido sob lenta agitacdo por 10 minutos. Logo Apds, o gel foi transferido
para outra bandeja com solucéo de 25 g de nitrato de prata em 250 ml de agua miliQ para a
coloragéo dos fragmentos por 10 min sob agitacdo. A revelacdo foi realizada em solucgéo de
150 mL de Hidroxido de Sédio e 150puL de formaldeido em 250 mL de &gua destilada miliQ,
mantido sob lenta agitacdo até que as bandas pudessem ser visualizadas. Para a captura das
imagens, foi utilizada maquina fotografica. A conservacéo do gel foi feita com a solucéo de

fixacdo e reservadas em depdsitos de vidro dentro do refrigerador por uma semana.



16

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises de dados

O perfil eletroforético de cada amostra foi analisado considerando como referencia a
migracdo do marcador de peso molecular.

Através da visualizagdo dos géis, os dados foram inseridos no Microsoft Excel,
atribuindo-se o simbolo 1 para o alelo mais denso, 2 para o alelo intermediério e 3 para o alelo
qgue mais havia corrido em cada locus dos pares de primers estudados (Figura 3).0s dados
foram submetidos ao programa GenAlEx 6.5 (Genetic Analisis in Excel) para criar o

comparativo gréfico.

Figura 3: Gel de poliacrilamida 6% apés a corrida eletroforética e revelacdo; amostras da populagdo C2 com a
utilizacdo do primer AC-2.

5.2. Caracterizacdo da variabilidade Genética

O estudo da variagdo genética em populacdes naturais de uma espécie envolve duas
questbes basicas: quantificar a variabilidade dentro das populacdes e caracterizar a estrutura
genética entre as populacdes (CONTE, 2004).

Cada marcador microssatélite utilizado amplifica um locus génico. O primer A-1
amplifica o locusl, o AC-2 amplifica o locus 2 e o CT-2 amplifica o locus 3.

Ao analisar a variacdo alélica em nivel de porcentagem das popula¢des em questdo
José Pinheiro (subpopulacdes J-1, J-3, J-5, J-7, J-9) e Catolé (subpopulagdes C-2, C-4, C-6, C-
8, C-9), em todos os 3 loci considera-se que ha maior polimorfismo no alelol por apresentar
maior valor de frequencia e menor no alelo 3 por possuirem valores mais baixos e parecer
ausente no locus 3 (Figura 4).
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Figura 4: Frequéncia alélica dos pontos C-2, C-4, C-6, C-8, C-9, J-1, J-3, J-5, J-7, J-9 representado por cores nos
trés loci presentes.

No l6cus 1(L1) (Figura 5) a populacdo do Catolé apresentou 61% de frequencia do
alelo 1, 28% do alelo 2 e 11% do alelo 3. Valores aproximados da populacdo do José Pinheiro,

com valores de frequencia igual a 65% do alelo 1, 29 do alelo 2 e 6% do alelo 3.

Catolé - L1 José Pinheiro- L1

11% 6%
M1 " ml
M2 m2
M3 w3

Figura 5:Frequénciaalélica do l6cus 1 (L1) representada em porcentagem dos bairros Catolé e José Pinheiro.

No locus2 (L2) ao comparar os valores em relagdo ao locus 1, pode ser observado um
aumento percentual da frequéncia do alelo 3. No catolé com 10% acrescidos somando 21% do
alelo 3, e no José Pinheiro com o valor de 25% para 0 mesmo alelo (Figura 6). O padréo obtido

para as duas populacGes sdo semelhantes quanto as frequéncias para o I6cus 2.
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Catole - L2 José Pinheiro- L2
21%
m1l
ml -
_— 10%
m3
-3

Figura 6: Frequéncia alélica do l6cus 2 (L2) representada em porcentagem dos bairros Catolé e José Pinheiro

Ao observar a Figura 7, nota-se que a frequéncia alélica do locus 3 (L3) é pouco
variante, sendo predominante o alelo 1, no Catolé com 83% e no José Pinheiro com 97%, o
terceiro alelo ndo aparece na estatistica em ambas populac@es. O valor elevado da frequencia de
apenas um alelo (alelo 1) nos apresenta homozigotos em maior proporcéo que nos demais locos.
O padrdo das duas popula¢es mostrou-se novamente bem semelhantes.

Catolé - L3 José Pinheiro - L3

17% 3%

M1 M1

2 M2

Figura 7:Frequéncia alélica do locus3 (L3) representada em porcentagem nos bairros Catolé e José Pinheiro.

E possivel aferir a partir dos dados dispostos em anélise,que o tamanho das populacdes é
pequeno, porém o comparativo entre a heterozigose média observada (Ho) revela um aumento
em relacdo a heterozigose média esperada (He), com excec¢do das populacgdes J-3 e J-9.

A populacdo C-9 apresentou maior heterozigosidade média, de valor igual a 0,578. A
heterozigose observada (Ho) na populacdo C-8 teve menor valor em relacdo as outras
populacdes, 0,186, apesar de obter um aumento em relacdo ao valor esperado da heterozigose,
He 0,108(Tabela 1). Segundo Moreira (2007), quando o tamanho da populacdo (Ne) é
pequeno, mesmo em cruzamentos totalmente ao acaso,uma diminui¢do de heterozigoses pode
ocorrer.

O indice de fixagdo (F) proposto por Whight (1965) é considerado como o coeficiente de
endogamia. O seu valor é estimado a partir da razdo entre a heterozigose observada e

esperada.
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F=1-(Ho/He)

As maiorias das populagdes apresentaram baixo indice de fixacdo, o menor indice refere-
se a populacdo C-4 com valor -0,461, a populacdo C-2 apresentou fixa¢do muito alta, valor
igual a 0,675 e em segundo lugar a populagdo J-9 com indice de 0,108. Oliveira, et al. (2006)
diz que esse indice de fixacdo elevado na populacdo pode ser proveniente a ocorréncia da
deriva genética por efeito de gargalo, devido a reducéo aleatoria no tamanho da populacéo ou
estar associado ao aumento intenso do parentesco na mesma.

Outra causa pode ser considerada, o efeito de fundagdo ocorrido na ocasido de
povoamento da area. A fundacdo da populagéo a partir de poucos individuos provoca aumento

no indice de fixacdo, por consequéncia da endogamia.
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Tabela 1: Valores médios dos 3locus de cada popula¢do. N= Numero amostral da popula¢do; Na = nimero de alelos; Ne= nimero de alelos

efetivos;|= indicador; Ho= Heterozigosidade observada; He= Heterozigosidade esperada; UHe = Heterozigosidade esperada imparcial; F= Indice

de fixacao
Populagéo N Na Ne I Ho He UHe F
C-2 9,333 2,000 1,432 0,392 0,111 0,237 0,251 0,675
C-4 7,000 2,000 1,654 0,531 0,571 0,361 0,388 -0,461
C-6 5,667 1,667 1,273 0,296 0,233 0,185 0,203 -0,222
C-8 7,667 1,667 1,117 0,186 0,108 0,099 0,108 -0,089
C-9 7,000 2,667 2,122 0,740 0,578 0,443 0,486 -0,236
J-1 7,333 2,000 1,486 0,395 0,294 0,238 0,257 -0,182
J-3 7,667 1,667 1,343 0,313 0,198 0,204 0,220 -0,012
J-5 6,000 1,667 1,627 0,359 0,222 0,218 0,237 -0,021
J-7 9,000 2,333 1,693 0,554 0,375 0,328 0,349 -0,009
J-9 7,000 2,333 1,755 0,654 0,344 0,412 0,449 0,108
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Os valores da frequencia alélica e do numero de heterozigotos da tabela 1 servem de
subsidio para a construcdo da matrix de fixacdo ou divergéncia genetica entre as populagdes

através da formula:

Os niveis de diferenciagdo genética das populagdes (Fst) consiste na média dos pares

aleatdrios de cromossomos na populacdo em estudo, considerados essas de subpopulagdes. Os

dados de frequencia das subpopulacdes foram calculados aos pares e variam de 0 a 1 (Tabela
2). Quando o valor de Fgt é igual a um, a populacdo estd estruturada e provavelmente néo

ocorre fluxo génico, podendo ser considerada uma populagdo isolada. Quando € aproximadoa
zero, as populac@es tém frequencia alélica idéntica.

As estatisticas F foram adaptadas por Nei (1977) para locus multialélicos através do
conceito de heterosigosidade observada e esperada tornando exclusivos os desvios existentes
aos efeitos da deriva genética e do sistema de reproducdo (CONTE, 2004).

Os geneticistas populacionais tém utilizado a técnica com a medida do grau de
estrutura de uma populacdo para casos mais especificos. Populacdes estruturadas geralmente
mostram equilibrio dindmico entre fatores que favorecem a diferenciacdo (mutacgdo, deriva e
selecdo natural direcional ou disruptiva, diferente em cada area) e fatores homogeneizadores
(migrac&o e selecdo natural balanceada ou diferencial, uniforme em cada area) (SOLE-CAVA
2001).
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Tabela 2: Matriz da média dos valores do indice de fixacdo (Fst) descrito por Wright (1951). Em negrito os valores de maior e menor freqiiéncia
alélica.

Matriz de valores Fstda populacéo

C-2 C-4 C-6 C-8 C-9 J-1 J-3 J-5 J-7 J-9
0,000 C-2
0,336 0,000 C-4
0,116 0,215 0,000 C-6
0,171 0,553 0,327 0,000 C-8
0,125 0,187 0,208 0,245 0,000 C-9
0,006 0,369 0,142 0,122 0,136 0,000 J-1
0,040 0,425 0,206 0,070 0,170 0,017 0,000 J-3
0,189 0,183 0,162 0,524 0,102 0,238 0,334 0,000 J-5
0,132 0,181 0,169 0,382 0,047 0,161 0,220 0,066 0,000 J-7

0,087 0,165 0,108 0,230 0,053 0,101 0,137 0,089 0,041 0,000 J-9




23

O dendograma é uma representacdo grafica em forma de arvore (Tree Clustering) que
expressa a estrutura dos agrupamentos. O método de agrupamento do dendograma é
aglomerativo hierarquico (VALE, 2005) (Figura 8).

o]
O
< &
Cq M
o C2
$ %

[
w0

Figura8:Dendrograma circular de agrupamento das subpopulacdesdo Aedes aegyptinos bairros do Catolé e José
Pinheiro utilizando do indice de fixagdo alélica Fgt

Observa-se na tabela 2, que por apresentar menores valores de distanciamento, as
subpopulagdes C-2 e J-1 apresentam-se como agrupamentos de maior similaridade (Figura 8)

com o indice de fixacdo de 0,006. Segundo McManus et.al. (2011), Fst com valores entre 0O-

0,05 sdo indicativos de pouca diferenciacdo genética tendo assim uma frequéncia alélica
considerada idéntica entre elas.

Logo em seguida, a maior proximidade de J1 ocorre com a populagdo J-3 possuindo

Fst igual 2 0.017, € observado dendograma a similaridade entre as duas populacgdes.
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H& um fluxo génico entre as populagdes e dentro das mesmas, a que apresentou maior
fluxo sdo as populagdes J-1 e C-2, uma hipétese é que o alto fluxo génico de algumas
subpopulac@es tenha ocorrido por endogamia e proximidade geografica. Uma vantagem para
a aplicacdo de um meétodo efetivo na elaboracdo de um controle para o vetor.

Em contrapartida obteve-se entre algumas subpopula¢des, um indice de fixa¢do maior,
se destacando C4 e C8 como valor igual a 0,553. Valores do Fst acima de 0,25 sdo

considerados niveis altos de diferenciagéo.

Oliveira, et al (2006), observou através do estudo genético com Caesalpiniae chinata

(Lam), maior fixacdo de Fgt 0,212, tal indice revelam que as popula¢fes podem estar isoladas.

Ja a diversidade observada das populacdes considerada alta (Fst = 0,788) mostram que a

diversidade mantida entre populacdes ocorre em funcdo de processos evolutivos recentes
(LEE et al., 2002)
McManus et. al. (2011) afirma que segundo Wright (1940), rapidos ciclos de extingcao

e colonizacédo afetam a estrutura genética de populac@es, onde frequentes eventos de fundacgéo
(founder events) podem ser responsaveis pelo aumento do valor de Fst. A competicdo intra-

especifica faculta ser um fator responsavel para o fluxo génico menor, a fim de regular a

populacdo mais propicia as caracteristicas locais.



25

6. CONCLUSAO

Com o estudo realizado, foi possivel inferir uma real existéncia de fluxo génico entre
as populacdes amostrais. Efeitos gargalo sdo supostos ao observar valores altos da Fst, o que
nos leva a confirmar que a agdo humana é responsavel por uma selecdo de caracteristicas
resistentes do Culicidae Aedes aegypti.

As técnicas de Eletroforese utilizadas sdo ferramentas importantes para o estudo de
acontecimentos microevolutivos ou em regifes pouco distantes, essa técnica nos oferece
resultados da variablidade genética que somadas ao estudo da adaptacdo e comportamento de
sobrevivéncia dos individuos possibilita adquirir resultados mais precisos para o controle

efetivo do vetor em questao.
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