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RESUMO

Aedes aegypti, é o principal vetor da dengue, atualmente, a mais importante arbovirose nas
regides tropicais e subtropicais. Por ndo existir vacina para prevencdo desta doencga, o controle
do mosquito constitui a principal intervencdo para reduzir a transmissdo do virus. Entre as
estratégias utilizadas para o controle das populacdes do A. aegypti 0 uso de inseticidas
quimicos, controle biolégico e eliminacdo de criadouros sdo os metodos amplamente
utilizados. No entanto, estes métodos ndo levam em consideracdo fatores ecoldgicos,
climéticos e genéticos. A compreensdo dos padrdes genéticos e da distribuicdo espacial deste
vetor € importante para rastrear e prevenir a dispersdo de genes, envolvidos na resisténcia a
inseticidas e diferenca da capacidade vetorial. Desta forma, o presente trabalho objetivou
avaliar a influéncia da variacdo sazonal sobre a estrutura genética e dispersdo em microescala
de populagdes naturais de A. aegypti oriundas de dois bairros do municipio de Campina
Grande através de trés marcadores de microssatélites. Para cada ponto de coleta também foi
realizado inquérito entomoldgico e aquisicdo de dados meteorologicos, para caracterizar a
influéncia de fatores climéticos sobre a estrutura e diversidade genética das populacbes. Os
resultados obtidos através da analise entomoldgica evidenciaram um aumento de 68,77% na
oviposicdo no periodo chuvoso e maior presenca de machos em ambos os periodos com
nimero de fémeas mantendo-se constante. A analise de diversidade genética revelou a
presenca de 8 alelos no periodo seco e 10 no periodo chuvoso. O maior e menor valor de
heterozigosidade observada (Ho) foi obtido no bairro do José Pinheiro, respectivamente, no
periodo seco (Ho = 0,307) e no periodo chuvoso (Ho = 0,238). Para a heterozigosidade
esperada (Hg) o maior valor foi no bairro do Catolé, no periodo chuvoso (He = 0,476) e 0
menor no bairro do José Pinheiro, periodo seco (He = 0,367). Os indices de fluxo génico
(Nm) foram superiores a 50 em ambos os periodos e as popula¢gdes mostraram alto indice de
similaridade genética Fst = 0,015 no periodo seco e 0,019 no periodo chuvoso, as analises de
coordenadas principais e bayesiana evidenciaram a presenca de dois grupos, 0s quais ndo
refletem a distribuicdo geogréfica, contudo revelou um padrdo de agrupamento associado aos
efeitos climéticos, enquanto que a anélise de variancia de variancia molecular (AMOVA)
tambem revelou grande nivel de diferenciacdo genética dentro das populagdes (76%).
Podendo-se concluir que ha necessidade de maior intervengdo de controle deste vetor no

periodo chuvoso, devido o elevado nimero de oviposicéo, causando aumento populacional e



consequentemente aumento na diversidade genética, a qual possibilita uma maior dispersdo de

locos associados com resisténcia e variagcdo na competéncia vetorial das populagdes.

Palavras-chave: Dengue. Insetos vetores. Sazonalidade. Genética de populag¢fes, Marcadores
microssateélites.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the main vector of dengue fever, currently the most important arboviral
disease in tropical and subtropical regions. Since there is no vaccine to prevent the disease,
mosquito control is the major intervention to reduce virus transmission. Among the strategies
applied to control A. aegypti populations the use of chemical insecticides, biological control
and elimination of breeding sites methods are widely utilized. However, these methods do not
take into concern ecological, climatic and genetic factors. Understanding the genetic patterns
and spatial distribution of this vector is important to track and prevent the dispersion of genes
involved in insecticide resistance and difference in vectorial capacity. Thus, the present study
aims to evaluate the influence of seasonal variation on the genetic structure and dispersal at a
micro-scale level in natural populations of A. aegypti collected in two neighborhoods of
Campina Grande through three microsatellite markers. For each collection site was also
conducted an entomological survey and collection of meteorological data to characterize the
influence of climatic factors on the populations structure and genetic diversity. The results
obtained through the entomological analysis showed an increase of 68,77 % on oviposition in
the rainy season and higher presence of males i n both periods uniform number of females.
Genetic diversity analysis revealed the presence of eight alleles in the dry period and10 alleles
in the rainy season. The largest and smallest value of observed heterozygosity (Ho) was
obtained in the neighborhood José Pinheiro, respectively, in the dry (Ho = 0,307) and in the
rainy season (Ho = 0,238). For the expected heterozygosity (Hg), the highest was in the
neighborhood Catolé (He = 0,476) and the lowest in the rainy period in José Pinheiro
neighborhood in the dry period (He = 0,367). Rates of gene flow (Nm) were greater than 50 in
both periods and populations showed high genetic similarity index Fsr = 0,015 in the dry
season and 0,019 during the rainy season. The analysis of principal coordinates and bayesian
showed the presence of two groups, which suggests that clustering is associated with weather
effects. On the other hand, analysis of molecular variance (AMOVA) also deciped high level
of genetic differentiation within populations (76%). Can be concluded that there is need for
greater control intervention of this vector in the rainy season, due to the large number of
oviposition, causing population growth and consequent increase in genetic diversity, which
enables greater dispersion between populations of loci associated with variation in the

insecticide resistance and vector competence.



Keywords: Dengue. Insect vectors. Seasonality. Population genetics, Microsatellite markers.
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas (DNTs) sdo transmitidas por vetores ou
hospedeiros e afetam mais de um bilh&o de pessoas, pondo em risco a saude de milhares delas
(WHO, 2010). Muitas dessas doencas sdo transmitidas por mosquitos e resultam em mais de
dois milhdes de mortes anuais mundialmente (COSTA-DA-SILVA et al., 2012). A dengue
faz parte deste grupo sendo considerada a mais grave arbovirose que afeta 0 homem. Estima-
se que 2,5 bilhGes de pessoas residem em areas de risco, sendo, anualmente, infectadas de 50
a 100 milhGes de pessoas, distribuidas em mais de 100 paises endémicos. No ano de 2008
ocorreram 682 mil casos de dengue na América do Sul, com 585 registros no Brasil (WHO,
2009).

Aedes aegypti, responsavel pela transmissdo dos quatro sorotipos da dengue, é
considerado o principal vetor urbano da dengue (GUBLER, 2002). No entanto, ha relatos de
surtos de dengue através do A. albopictus, A. polynesiensis e varias espécies de complexo do
A. scutellaris, tornando estas espécies vetores secundarios deste virus (WHO, 2010).

Atualmente, ndo h& vacina disponivel para prevencao da doenca, nem drogas antivirais
que possam reduzir a viremia, tornando o combate a0 mosquito a principal maneira de
controle da dengue (TEIXEIRA et al., 2002). Algumas estratégias vém sendo desenvolvidas
no combate ao mosquito, destacando-se a aplicacdo de inseticidas, eliminacdo de criadouros e
o controle biolégico (YAKOB et al., 2008; WHO, 2009). No entanto estes métodos sdo
pontuais e ndo resultam em um nivel de prevencdo amplo e de longo termo, tendo em vista
que ndo sdo levados em consideragdo os fatores ecoldgicos, climaticos e genéticos.

De acordo com Paupy et al. (2005), fatores climaticos, acdo humana, aplicacdo de
inseticidas quimicos e praticas inadequadas de armazenamento de dgua com formacdo de
criadouros artificiais estdo entre os aspectos envolvidos no processo de estruturacdo genética
das populacgdes de A. aegypti.

A caracterizacdo da distribuicdo espacial da variabilidade genética das populacdes de
A. aegypti € especialmente relevante para a compreensdo da ecologia e evolucdo destes
mosquitos. O conhecimento dos aspectos demogréaficos e genéticos envolvidos na ecologia
destes insetos podem ajudar na compreensédo da dinamica populacional, especialmente no que
se refere a ocorréncia de fluxo génico, migracdo, estrutura genética e padrdes de extingdo e
recolonizacdo em é&reas endémicas (SANTOS et al., 2003). Como também, o estudo da

variabilidade genética das populagdes de vetores tem implicacbes importantes na
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epidemiologia da dengue, pois esta variacdo pode causar diferencas na suscetibilidade
relacionada a competéncia vetorial do virus (HERRERA et al., 2006). Diversos estudos
utilizando marcadores moleculares microssatélites estdo sendo desenvolvidos a fim de
detectar polimorfismo e compreender os padrdes de dispersdo deste vetor (RAVEL et al.,
2002; COSTA-RIBEIRO et al., 2006; ENDERSBY et al., 2009). Portanto, os estudos com
marcadores moleculares podem fornecer informacdes valiosas sobre a variacdo na
estruturacdo genética entre e intrapopulacional, este estudo associado a varia¢do sazonal é
importante, pois pode revelar os fatores que contribuem para o surgimento destas mudancas,
de forma que possam ser realizadas medidas preventivas deste vetor, levando em

consideracao aspectos climaticos, ecoldgicos e genéticos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Doencas tropicais negligenciadas

Dezessete doencas fazem parte do grupo das doengas tropicais negligenciadas (DNTS),
cuja transmissao e persisténcia dos patdgenos sdo ocasionadas através do intermedio de
vetores ou hospedeiros (WHO, 2013). Dentre as quais, a dengue, doenca de chagas, filariose
linfatica, as leishmanioses sdo doencas transmitidas por vetores e compreendem 16% do total
da carga de doencas infecciosas (WHO, 2013).

Estas doencas permanecem como uma das principais causas de morbidade e
mortalidade nas populac¢Oes tropicais (BONDS et al., 2012). Elas ndo apenas acometem
predominantemente as populacdes mais pobres e vulneraveis, como também contribuem para
a perpetuacdo da desigualdade e exclusdo social (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). No
entanto, atualmente, doencas como a dengue, tripanossomiase e leishmaniose apresentam-se
como uma emergente ameaca para os paises desenvolvidos (RASCALOQOU et al., 2012).

A leishmaniose e a dengue estdo entre as DTNs que mais afetam a populagdo humana.
Nos Gltimos 10 anos a leishmaniose, transmitida através de flebotomineos popularmente
conhecidos como mosquito-palha, obteve uma grande dissemina¢do com estimativa de 1,3
milhdes de casos anuais com cerca de 20.000 a 30.0000 mortes (WHO, 2013). A dengue, por
sua vez, tornou-se um problema de satde publica em diversos paises do mundo, exceto no
continente Europeu. As estimativas sdo que o virus da dengue, transmitido principalmente
através dos mosquitos Aedes aegypti, acomete anualmente entre 50 a 100 milhdes de pessoas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Porém, algumas das DNTs se encontram em declinio, como exemplo a dracunculiase
que por meio de iniciativas de salde publica internacional com intervencfes em areas-alvo
estd alcancando a erradicacdo. Em 1989 foram relatados 892.055 casos em 20 paises do
mundo e em 2011 foram 1.058 casos notificados, representando uma reducdo de 99% dos
casos. Este declinio continuou constante durante o ano de 2012, atingindo entre janeiro e
setembro apenas 502 casos relatados no Sudao do Sul, 9 no Chade, 4 em Mali, e trés em cada
Etiopia e Niger (WHO, 2013).

No Brasil, sdo encontradas nove DTNs, a cisticercose, dengue, doenga de chagas,

equinococose, esquistossomose, leishmaniose, oncocercose, raiva e tracoma (WHO, 2010). A
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crescente urbanizagdo, alteragdes climaticas, concentragdo demografica, mudanca de
paisagem, debilidade dos servicos de salde publica, assim como também mutacéo de virus e
bactérias e a expansao na populacdo de insetos vetores, proporcionaram o rapido crescimento
destas doencas nas cidades, resultando na necessidade de estratégias no controle vetorial
(MENDONCGCA et al., 2009). Porém, atualmente, as estratégias utilizadas para o controle
destes vetores sdo métodos tradicionais de atividades preventivas, como eliminacdo de
criadores, controle biologico através de predadores de larvas e uso de inseticidas, tornando o
controle ineficiente (TAUIL, 2001).

Para a realizacdo de um método de controle dos vetores eficaz, deve-se levar em
consideracdo aspectos referentes a ecologia, comportamento e susceptibilidade a inseticidas
quimicos (BERG et al., 2012). No entanto, a eficicia de qualquer controle depende da forma
de como as populacBes de vetores irdo responder ao método de intervencdo aplicado. Por
exemplo, as populacdes de mosquitos podem responder atraves da plasticidade fenotipica, ou
por tragos de evolucéo, como a resisténcia a inseticidas (FERGUSON et al., 2010).

2.2 Dengue

Aedes aegypti (LINNAEUS,1762), o principal vetor da febre amarela e dengue, é uma
espécie tropical e subtropical, encontrada em todo mundo, principalmente entre as latitudes
35°N e 35°S (Figura 1) (FUNASA, 2001). Os sorotipos da dengue séo transmitidos através da
fémea durante o processo de hematdfagia, uma vez que os machos se alimentam de frutas ou
vegetais adocicados (SILVA; NOBREGA, 2012).

Segundo dados da WHO (2013), em 2012 a dengue foi classificada como a mais
importante doenca viral transmitida por mosquitos, obtendo potencial para tornar-se uma
epidemia mundial. Durante os Gltimos 50 anos houve um aumento em sua incidéncia mundial
de 30 vezes. Na América, atualmente estdo em circulacdo os quatro sorotipos do virus da
dengue: DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 (MARTIN et al., 2010).



19

Figura 1 - Distribuicdo global dos paises e areas com risco de transmissdo da dengue em 2011.
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A expanséo da populacdo deste mosquito pode estar associada a diversos fatores como
as alteracbes climéaticas, mudangas nas paisagens € nos ecossistemas, crescimento
populacional, concentracdo demografica, condi¢des socioambientais e os métodos de controle
utilizado devido a ocorréncia de resisténcia (MENDONCA et al., 2009).

A densidade populacional de mosquitos aumenta especialmente no inicio da estacdo
chuvosa (HUBER et al., 2002). No entanto, a maior incidéncia de casos de dengue ocorre
guando o clima é mais quente e imido, no Brasil, entre 0s meses de janeiro a maio (BRAGA,
VALLE, 2007; LOWE et al., 2011). Em experimentos laboratorias, Besserra et al. (2006)
observaram que as temperaturas ideais para o desenvolvimento e fecundidade do A. Aegypti
encontram-se entre 26°C e 30°C, enquanto que temperaturas abaixo de 18°C acarretam maior
longevidade das fémeas, porém menor fecundidade. Esse fator parece atuar como modelador
ou moderador de expansao dessa espécie, uma vez que quanto mais baixa a temperatura, mais
lento o processo de desenvolvimento (GLASSER; GOMES, 2002).

O controle da dengue € um enorme desafio no Brasil e no mundo, tendo em vista que o
combate ao A. aegypti, consiste em medidas contra as larvas e mosquitos adultos (TAUIL et
al., 2006). O programa de estratégia global para a prevengdo e controle da dengue busca
reduzir a mortalidade por dengue em pelo menos 50% até o ano de 2020. A estratégia €

composta por cinco elementos técnicos: diagnostico e tratamento de casos; vigilancia

January isofhern
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integrada e resposta a surtos; controle de vetores sustentavel; implementacdo da vacina e a
pesquisa operacional e implementacédo basica (WHO, 2013).

No Brasil, o numero de notificacdes de casos de dengue desde a década de 80
demonstra um aumento importante, principalmente nas regides Nordeste e Sudeste, neste
periodo houve trés momentos mais expressivos, em 1998, com 528.388 casos, 2001 com
428.117 e 2002 com 794.219. A partir de 2003 ocorreu um declinio do nimero de casos com
346.118, e 2004 com 117.519 (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE/MS, 2005).

Na Paraiba, as notificacdes de caso de dengue sofreram elevacdo de 164,5% entre
2006 e 2007. No total, foram notificados 3.559 casos de dengue em 2006 e 9,485 em 2007. A
infestacdo por A. aegypti acometeu 97,8% dos municipios com circulagdo do sorotipo DENV-
3. Dados do indice de Infestacdo Predial (1IP1) mostraram que os municipios de Campina
Grande e Patos apresentaram risco de surto e o de Jodo Pessoa se manteve em alerta
(MINISTERIO DA SAUDE). Dados de janeiro a marco de 2013 revelam que o municipio de
Campina Grande sofreu reducdo no nimero de notificacdes de casos de dengue, se tornando
um municipio de baixo risco, no entanto Jodo Pessoa sofreu elevacao, e se encontra em alto
risco. (SECRETARIA DE SAUDE/PB, 2013).

2.3 Variacdo espacgo-temporal e estrutura genética do Aedes aegypti

Diversos fatores estdo relacionados com a dispersdo de insetos. Fatores ambientais e
sociais como o clima, densidade demografica e a atividade econémica, contribuem na
dindmica das populacdes, por exemplo, a expansdo geografica das populacdes humanas,
variacdo na competéncia vetorial e mudancas na estrutura genética (HUBER et al., 2008;
GLASSER; GOMES, 2000; KILPATRICK et al., 2010).

Aedes aegypti, vetor da dengue, possui ampla e rapida propagacdo com prevaléncia em
areas tropicais e subtropicais. Para realizacdo do seu controle sdo necessarias iniciativas as
quais busquem informagBes meteoroldgicas e a compreensdo acerca dos seus padrdes
sazonais (WHO, 2012). Em estudos realizados por Estallo et al. (2013) foi observado uma
estabilidade espacial no periodo de seca em populacfes de A. aegypti em pontos onde ocorre
picos de atividade de oviposi¢cdo. O mesmo foi observado por Barrera (2011) em dois bairros

de San Juan, Porto Rico, onde também foi possivel observar a alteracdo desta estabilidade no
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periodo de alta pluviosidade, remetendo a ocorréncia do controle deste vetor para o periodo de
seca.

A dindmica populacional do A. aegypti possui um forte perfil sazonal (CODECO et
al., 2009; HONORIO et al., 2009), em regides subtropicais os efeitos da sazonalidade
resultam em maior ocorréncia populacional durante os meses quentes, como em Buenos
Aires, Argentina (VEZZANI; CARBAJO, 2008). Porém, a sazonalidade muda com a latitude.
Nas regides equatoriais, a variagcdo ocorre de maneira sutil, como em Manaus, Brasil que a
temperatura é alta durante todo o ano com uma longa temporada de chuvas (RIOS-
VELASQUEZ et al., 2007). Segundo Hondrio et al. (2009) temperaturas abaixo de 22°C
contribuem para a reducdo do tamanho populacional dos mosquitos.

Em estudos realizados no municipio de Potim, estado de Sdo Paulo, foi observado a
presenca do A. aegypti em todas as estagdes do ano, com menor prevaléncia nos meses de
julho, novembro e dezembro e picos populacionais durante o més de abril, periodo de baixa
pluviosidade (SERPA et al., 2006). Um comportamento diferente foi encontrado em Boa
vista, Roraima, onde grandes picos na populacdo do A. aegypti foram observados durante a
estacao chuvosa, entre 0s meses de maio e agosto (CODECO et al., 2009).

Fatores ambientais e intervenc@es de controle como clima, disponibilidade de sitios de
oviposicdo, controle de vetores através de inseticidas a densidade populacional humana,
podem afetar profundamente a estrutura genética de populacGes de A. aegypti, bem como de
outras espécies de mosquitos (MOUSSON et al., 2002; BOSIO et al., 2005; PAUPY et al.,
2005).

Em populagdes de diferentes regifes da Venezuela, observou-se que ha diferencas
genéticas em todas as populacfes mesmo em pequenas distancias (15 km), a causa desta
diferenca pode ser compreendida através do restrito nivel de migracdo de genes entre as
populacdes, causadas através de barreiras geograficas que limitam o fluxo génico, como
também o uso de inseticidas, resultando na selecdo e consequentemente na ocorréncia de
populagdes diferenciadas geneticamente e mais resistentes a inseticidas (HERRERA et al.,
2006). No entanto, o transporte humano de ovos de A. aegypti e o controle do vetor com
inseticidas podem auxiliar para que populagdes geograficamente distantes possuam estrutura
genética semelhante (GORROCHOTEGUI-ESCALANTE et al., 2002; BOSIO et al., 2005).
Na Tailandia, observou-se que a deriva genética desempenha um papel importante na variacdo
genética, culminando em um elevado grau de diferenciacdo genética (BOSIO et al., 2005).

A estrutura genética do A. aegypti também esté relacionada com a variagdo temporal,

por exemplo, na estagdo seca hd maior migracdo dos mosquitos em busca de locais para
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oviposi¢do ocorrendo diminuigdo na diferenciacdo genética entre as populagdes, durante a
estagdo chuvosa o grande nimero de criadores resulta em menor migragdo fazendo com que a
diferenciacdo genética seja aumentada (HUBER et al., 2002; PAUPY et al., 2003). Em
Botucatu, estado de Sdo Paulo, foi observado que a resisténcia dos ovos de A. aegypti contra
dessecacdo durante o periodo seco o qual contribui para a manutencao eficaz da populacéo e a
preservacao da variabilidade genética (CAMPOS et al., 2012).

A compreensdo destes padrGes genéticos é importante para rastrear e prevenir o
movimento de genes, tendo em vista que as diferencas genéticas do A. aegypti sdo
importantes na resisténcia a inseticidas (BOSIO et al., 2005) e na competéncia vetorial
(PAUPY et al., 2003).

2.4 Marcadores moleculares

Marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA que revelam polimorfismo em
individuos geneticamente relacionados, apresentando padrdao de heranca mendeliana. Os
mesmos podem ser aplicados para diversos fins, como filogenia, ecologia, genética de
populacbes, mapeamentos e andlises de similaridade e distancia genética (LOPES et al.,
2002). Eles apresentam vantagens significativas em relacdo a técnicas de analise de proteinas,
tais como a analise do gendtipo ser mais robusto que a do fenétipo, como também por seus
métodos, na maioria das vezes, poderem utilizar qualquer tipo de DNA, sendo este obtido de
pequenas quantidades de tecido (CASTIGLIONE; BICUDO, 2003). A utilizacdo de técnicas
de genotipagem de DNA possibilita a deteccdo de mutacdes, identificacdo de gendtipos mais
resistentes a partir de um unico individuo (SABATINI, 2003).

Ha diversos tipos de marcadores moleculares utilizados em estudos de variacdo
genética os quais podem ser classificados em dois grupos: os de hibridizacdo e os de
amplificacdo de DNA. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e Minissatélites
ou locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) integram o grupo dos marcadores
identificados por hibridizacdo, enquanto que entre os analisados através de amplificagédo
podemos citar: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions) ou ASA (Amplified Specific Amplicon); Microssatélite ou
SSR (Simple Sequence Repeats); e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
(MILACH, 1998).
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Atualmente, uma variacao da técnica de PCR, denominada de TagMan® por PCR em
tempo real, a qual é capaz de gerar resultados qualitativos e quantitativos, tornou-se
importante para diagndsticos de patdgenos e doencas genéticas, bem como identificacdo de
SNPs associados a resisténcia a inseticidas quimicos. Diversos estudos ja foram realizados
através desta técnica em taxonomia molecular de espécies do grupo Anopheles funestus
(VEZENEGHO et al., 2009), caracterizacdo da competéncia vetorial de Culex pipiens e Cx.
Restuans (KILPATRICK et al. 2010), resisténcia a inseticidas piretréides com deteccdo de
alelos do gene do canal de sodio, o qual conferem resisténcia denominadas knockdown
(KDR) em Culex pipiens pallens (CHEN et al. 2010), mecanismos de resisténcia a DDT em
Anopheles gambiae (MITCHELL et al. 2012) e em estudos de genética de populacbes do
Aedes aegypti para deteccdo de polimorfismos SNP (SPENASSATTO, 2011).

Uma grande énfase vem sendo dada aos estudos realizados com microssatélites e
mtDNA (EIZIRICK, 1996). Os microssatélites sdo regibes do genoma, constituidas de
repeticdes em tandem de 2 a 6 nucleotideos distribuidos aleatoriamente em regides nédo
codificadoras. Estas regides do genoma sao caracterizadas por um alto grau polimorfico, o
gue os torna importantes para estudos genéticos de populacfes, sistematica e mapeamento
gendmico, sendo caracterizadas como um eficiente marcador molecular em estudos de
padrées de fluxo génico e estimativas de diferenciacdo genética intra e interespecifica
(ESTOUP et al., 1995). A genotipagem com microssatélites utilizam um par de primers
especifico, os quais sdo complementares a regido adjacente ao loco de microssatélite apos a
amplificacdo, através da técnica de PCR convencional, o resultado é analisado segundo o
namero de repeticbes do microssatélite, resultando em variagdo no tamanho do fragmento
amplificado (SABATINI, 2003), a partir de eletroforese em gel de agarose, poliacrilamida
(PINTO et al., 2011) ou através de eletroforese capilar automatizada (MENKSEN; KAHL,
2005).

A escolha da técnica utilizada para visualizagdo dos fragmentos pode influenciar nas
estimativas de diversidade, tendo em vista que a eletroforese em gel de agarose apresenta
resolucdo a partir de 4 pares de bases, enquanto que em gel de poliacrilamida desnaturante é
possivel visualizar a separacdo de fragmentos que diferem em apenas um par de bases,
tornando a técnica mais confidvel (PINTO et al., 2011). A técnica através de eletroforese
capilar apresenta alta precisdo, no entanto alto custo para a realizacdo, sendo necesséria
marcacdo dos primers com fluoréforos especificos (MISSIAGGIA; GRATTAPAGLIA,
2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Auvaliar a influéncia da variagdo sazonal sobre a estrutura genética e dispersdo de
populagbes naturais de Aedes aegypti do municipio de Campina Grande, através de
marcadores moleculares.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar a variacdo sazonal da variabilidade genética das populacdes naturais de
Aedes aegypti através dos indices de heterozigosidade;

e Comparar a distribuicdo espacial e a ocorréncia de fluxo génico entre as
populagdes naturais em microescala ao longo da variagéo temporal,

e Estimar o grau de diferenciacdo genética e caracterizar em diferentes niveis
hierarquicos a estrutura genética das populacdes de A. aegypti;

e Verificar a influéncia dos fatores climaticos sobre a estruturacdo genética e

dispersdo das populagdes naturais de A. aegypti no municipio de Campina Grande.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Area de estudo e coleta de dados entomoldgicos e climatoldgicos

O presente estudo foi realizado no municipio de Campina Grande
(7°13°50”S/35°52°52”0), localizado na mesorregido Agreste do Estado da Paraiba, Nordeste
brasileiro (Figura 2). O municipio possui uma &rea de 594,182km2 com 385.213 mil

habitantes (IBGE) e apresenta clima quente e imido com chuvas de outono-inverno.

Figura 2 - Mapa do Brasil, com destaque para a Regido Nordeste e o Estado da Paraiba evidenciando o
municipio de Campina Grande.
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A obtencdo dos ovos do Aedes aegypti deu-se através da realizacdo de duas coletas,
uma no periodo seco de 2012 no més de janeiro e uma no periodo chuvoso, no més de julho,
do respectivo ano, permitindo desta forma analisar a variacdo temporal da variabilidade
genética das populacdes naturais de A. aegypti do municipio de Campina Grande em escala
microgeografica. As coletas foram realizada nos bairros do Catolé e José Pinheiro, com
demarcacao de um ponto central (E) e a partir deste foram delimitados quatro pontos (A, B, C,
D) com equidistancia de 600 metros (Figura 3). Todos o0s pontos foram georeferenciados com
utilizacdo de um GPS Garmin de navegacdo <Sistema de Posicionamento Global>, com
projecdo UTM e “Datum” planimétrico SAD 69 (Tabela 1).

Em cada ponto houve a instalagdo de 10 armadilhas para coleta de ovos (ovitrampas)

distribuidas aleatoriamente em residéncias no intra e peridomicilio. Apds 72h da instalacéo as
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ovitrampas foram recolhidas e as palhetas contendo os ovos do A. aegypti foram
acondicionadas em caixa de isopor e levadas para o laboratério de Entomologia do Nucleo de
Bioecologia e Sistematica de Insetos da UEPB, onde foi realizada a quantificagdo dos ovos.

Para a eclosdo dos ovos, as palhetas de cada ponto foram postas em uma unica bandeja
de plastico e submersas em agua destilada com 100mg de racdo para peixe ornamental
(Alcoon/Goldfish crescimento) referente a alimentacao das larvas. No estagio de pupa ocorreu
a realizacdo da sexagem para estimar a razdo sexual em cada ponto de coleta e ap6s este
processo as pupas foram colocadas em recipientes com agua e acondicionadas em gaiolas para
obtencdo dos insetos adultos e posteriormente ocorreu a identificagdo da espécie utilizando-se
uma chave dicotdmica (FORATTINI, 2002).

Figura 3 - Distribuicdo dos pontos de coleta nos bairros do Catolé (A) e José Pinheiro (B).
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Fonte: Secretaria de planejamento urbano/Prefeitura Municipal de Campina Grande

Tabela 1 - Georeferenciamento dos pontos de coleta de ovos de Aedes aegypti no municipio de Campina Grande,
bairros do Catolé e José Pinheiro.

Bairro Ponto Coordenadas Altitude
Catolé A 07°13'59S/035°52'51° 522m
B 07°14'13S/035°52'51° 529m
C 07°13'59S/035°52'27° 528m
D 07°13'44S/035°52'39° 539m
E 07°13'595/035°52'38° 529m
José Pinheiro A 07°13'00S/035°52'13° 540m
B 07°13'465/035°52'25° 526m
C 07°13'255/035°51'58° 533m
D 07°13'085/035°52'12° 534m
E 07°13'29S/035°52'14° 534m
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Para comparar o indice de ovos apresentado em cada periodo de coleta e a relagdo dos
fatores abioticos, foi obtido o indice pluviométrico total, média das temperaturas minimas e
média das temperaturas maximas obtidas em Campina Grande através do Instituto Nacional
de Meteorologia (INMEP), para um periodo compreendendo entre um més anterior e posterior

ao periodo de cada coleta.

4.2 Analise de diversidade genética

4.2.1 Extracdo de DNA genémico e amplificacdo dos marcadores microssatélites

Dez insetos foram escolhidos ao acaso, para o isolamento do DNA genémico, cada
inseto foi macerado em um microtubo de 1,5ml com solucdo de lise do Kit de Extracdo
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), 0 mesmo kit foi utilizado em todas as etapas
da extracdo seguindo as recomendacOes do fabricante. A qualidade e quantidade do DNA
gendmico foi observada em gel de agarose 0,8% através de eletroforese em Tris-Borate-
EDTA/TBE 1X com corrente de 100Volts.

Apbs isolamento individual do DNA de cada inseto, a genotipagem foi realizada
através de trés pares de oligonucleotideos iniciadores (Tabela 2) desenhados para amplificar
regido gendmica especifica com sequéncias de microssatélite em A. aegypti (SLOTMAN et
al., 2007). A amplificacéo foi realizada através de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase),
em um volume final de 25ul contendo 1ul de DNA genémico, 1X tampdo de reacdo (10 mM
Tris HCI, pH 8,3, 50 mM KCI), 1,5 mM de MgCl;, 0,5 uM de cada primer, 0,2 mM de dNTP
e 0,75 unidade de Tag DNA polimerase.

Para a amplificagdo destas regides, o DNA foi inicialmente desnaturado a 94°C
durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos, cada ciclo foi composto por uma desnaturacédo de 1
minuto a 94°C, anelamento dos primers por 1 minuto a 60°C e uma extensdo de 2 minutos a

72°C, finalizando com uma extensdo por 10 minutos a 72°C.
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Tabela 2 - Sequéncia dos oligonucleotideos e tamanho esperado dos amplicons.
Loco Sequéncia dos primers 5'-3" Fragmento esperado

For-GACGTAAACCGAGTGGGAGA

Al Rev- GCATTTAACCGCGCTAGAAC 153-177 pb
For-AATACAACGCGATCGACTCC

ACZ  Rev-AACGATTAGCTGCTCCGAAA 176-190pb

For-CGCAGTAGGCGATATTCGTT
Rev-ACCACCACCAACACCATTCT

CT2 184-192 pb

4.2.2 Genotipagem em gel de poliacrilamida desnaturante

Apds reacdo de PCR, 2 pl de cada amostra amplificada foi homogeneizada com 4 pl
de tampédo de carregamento (formamida 95%, azul de bromofenol 0,05% e EDTA 0,5 M)
seguido por etapa de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos e posterior resfriamento em gelo por
10 minutos.

Para genotipagem dos fragmentos amplificados cada amostra apos desnaturacdo foi
aplicada nos pocos do gel de poliacrilamida 6% (Ureia 7M) seguido por separagdo
eletroforética a uma poténcia de 60W por 2horas.

Para visualizacdo dos fragmentos apds eletroforese foi aplicado o método de coloracéo
com prata descrito por Creste et al. (2001). Inicialmente, a placa contendo o gel foi submersa
em solucdo fixadora contendo 10% de etanol e 1% de &cido acético, permanecendo nesta por
10 minutos sob leve agitacdo. Em seguida, o gel foi submerso em solugdo com nitrato de prata
a 0,2% e ap6s 10 minutos o gel foi retirado e submerso em solucdo de NaOH (Hidrdxido de

Sodio) 3% e formaldeido 0,54%, mantido sob lenta agitacdo até visualizacdo dos locos.

4.3 Analise dos dados

Para os dados climatoldgicos e entomologicos, foi criado um grafico de linhas com
dados de temperatura e pluviosidade obtidos no INMEP, onde é possivel observar as
variagOes destes. Através da quantificacdo de ovos e sexagem de pupas, foi construido um

gréafico boxplot, proporcionando a comparagdo da abundéancia de ovos e razdo sexual entre 0s
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bairros e o0 seu periodo de coleta, estes gréaficos foram obtidos utilizando o programa estatico
R (IHAKA; GENTLEMAN, 1996), neste programa

A diversidade genética das populacGes foi estimada a partir da diversidade e
frequéncia alélica, heterozigosidade esperada (Hg) e observada (Ho) de acordo com Nei
(1987), utilizando-se o programa GENALEX 6,501 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

A andlise de diferenciacdo genética entre as populacdes foi realizada através do
método estatistico F de Wright (1951), sendo observados os valores de Fsr, Fis € Fir, como
também os valores de fluxo génico (Nm). Também foi utilizada a andlise de variancia
molecular (AMOVA) e de coordenadas principais (PCoA), todos a partir do programa
GENALEX 6,052 (PEAKALL; SMOUSE, 2012) e anédlise bayseana utilizando o programa
STRUCTURE 2.2 (PRITCHARD et al., 2000).
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5 RESULTADOS

5.1 Levantamento entomoldgico

Através das coletas de ovos de Aedes aegypti foi possivel observar que o periodo
chuvoso, o qual apresenta maior pluviosidade e menores temperaturas (Figura 4), pode estar
relacionado com a oviposicao, tendo em vista que neste periodo foram obtidos os maiores
nameros de ovos em ambos os bairros, totalizando 2302 ovos, enquanto que no periodo seco
0 nimero de ovos coletados correspondeu a 1364.

O inquérito entomoldgico também mostrou que as populacbes do bairro do Catolé
apresentaram maior nimero de oviposicdo em ambos os periodos, totalizando 2083 ovos
coletados, com destaque para o periodo chuvoso que apresentou 75,5% de ovos a mais que 0
periodo seco no referido bairro. No bairro do José Pinheiro, foi obtido um total de 1583 ovos,
sendo o periodo chuvoso responsavel por 62% dos ovos coletados (Figura 5A).

Quando a analise foi realizada para cada ponto de coleta individualmente a diferenca
entre o periodo seco e o chuvoso chegou a 369% a mais no ponto A do José Pinheiro, no qual
durante o periodo seco foi obtido 61 ovos enquanto que no chuvoso o nimero aumentou para
286. Por outro lado, o ponto B do mesmo bairro apresentou redu¢do no nimero de oviposicao
no periodo chuvoso, tendo uma diminuicdo de 63 ovos coletados no periodo seco para 15
ovos no periodo chuvoso, sendo importante relatar que nenhum dos ovos obtidos neste ponto,
neste periodo, obteve sucesso na eclosdo. A comparacgao entre 0s pontos revelou que o maior
numero de ovos foi coletado no ponto B do bairro do Catolé no periodo chuvoso (Tabela 3).

A realizacdo da sexagem na fase de pupa mostrou que as populacbes apresentaram
maior quantidade de machos (Tabela 3). No entanto as fémeas que sdo responsaveis pela
hematofagia e transmissdo do virus apresentaram-se de maneira uniforme em ambos os
bairros e periodos analisados (Figura 5B).

Em relacdo aos pontos de coleta a sexagem mostrou que ocorreu variagfes, porém
apenas em quatro pontos foi obtido maior nimero de fémeas, o ponto A do bairro do Catolé
no periodo seco, o qual apresentou proporcionalmente maior diferenca, obteve 57% de fémeas
a mais que machos. Os pontos E do bairro do Catolé e B do bairro do José Pinheiro, ambos no
periodo seco, apresentaram mesma quantidade de machos e fémeas, enquanto que todos 0s

demais pontos apresentaram quantidade de fémeas inferior a de machos (Tabela 3).
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Figura 4 - Precipitacdo e temperaturas médias minimas e maximas (°C) no municipio de Campina Grande no
periodo de dezembro de 2011 a agosto de 2012.
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Tabela 3 - Nimero de ovos de Aedes aegypti coletados no municipio de campina Grande nos bairros do Catolé e
José Pinheiro por ponto de coleta e sexagem dos individuos na fase adulta

Periodo seco Periodo chuvoso
Bairro Ponto N® de Sexagem N® de Sexagem
[0)V/o} [0)V/o}
Machos Fémeas Machos Fémeas
Catolé A 57 21 33 164 36 33
B 247 176 59 750 159 121
C 105 58 38 53 25 20
D 178 126 34 220 26 33
E 169 74 74 140 29 21
Total 756 455 238 1327 275 228
José Pinheiro A 61 32 27 286 118 83
B 63 20 20 15 - -
C 81 21 20 100 12 14
D 111 63 45 283 41 47
E 292 46 42 291 26 22

Total 608 182 154 975 197 166

5.2 Diversidade genética

Para os trés locos microssatélites genotipados, foram encontrados no total 10 alelos,
distribuidos em 4 alelos para o loco Al e 3 alelos nos locos AC2 e CT2. O alelo 1 do loco
CT2 foi o mais frequente, presente nos dois bairros e nos dois periodos com frequéncia média
de 0,770, enquanto que o alelo 3 do mesmo loco foi 0 menos frequente (0,011), presente nos

dois bairros, porém apenas no periodo chuvoso (Figura 6).

Figura 6 - Frequéncia alélica total dos locos microssatélites analisados em Aedes aegypti coletados no municipio
de Campina Grande nos bairros do Catolé e José Pinheiro, nos periodos seco e chuvoso.
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Para bairro: C = Catolé, J = José Pinheiro; periodo: S=seco, C=chuvoso.



33

Houve variacdo alélica de acordo com o bairro, pontos e o periodo estudado. O
periodo seco apresentou 8 alelos, no periodo chuvoso ocorreu maior diversidade alélica com
0 surgimento de dois alelos, o alelo 4 do loco Al e o alelo 3 do loco CT2. No entanto, foi
possivel observar o alelo 4 do loco Al apenas no ponto C do Catolé e nos pontos C e E do
José Pinheiro, e 0 alelo 3 do loco CT2 foi presente apenas em dois pontos, E do Catolé e C do
José Pinheiro.

Dentre os locos estudados apenas o CT2 obteve um alelo presente em todos o0s pontos
nos dois periodos, alelo 1, porém este alelo sofreu reducéo de frequéncia no periodo chuvoso,
no periodo seco sua frequéncia foi de 0,916, enquanto que no periodo chuvoso foi de 0,625. O
alelo 1 do loco A1, no periodo seco, foi ausente apenas no ponto D do Catolé (Figura 7A), ja
no periodo chuvoso ele foi presente em todos os pontos (Figura 7B), o contrario aconteceu
com o alelo 2 do loco AC2, que estava presente em todos os pontos no periodo seco, porém
no periodo chuvoso esteve ausente no ponto E do José Pinheiro. O alelo 2 do loco CT2 no
bairro do José Pinheiro no periodo seco, foi visualizado apenas no ponto E (Figura 7C),
porém no periodo chuvoso este alelo foi observado em todos os pontos estudados do referido

bairro (Figura 7).

Figura 7 - Frequéncia alélica dos locos de microssatélites analisados em populacfes de Aedes aegypti do
municipio de Campina Grande, nos bairros do Catolé e José Pinheiro, por ponto de coleta. A: PopulagBes do
bairro do Catolé, periodo seco; B: Populag¢fes do bairro do Catolé, periodo chuvoso; C: Populagdes do bairro do
José Pinheiro, periodo seco; D: Populagbes do bairro do José Pinheiro, periodo chuvoso.

1,200 -
o 1,000 - A
'S 0,800 - C-A
€ 0,600 -
& 0,400 - mCB
* 0,200 - L mC-C
0,000 - =
1 | 2 | 3 | 1 | 2 | 3 | 1 | 2 D
Al | AC2 | cT2 | cE
Loco
1,200 -
o 1,000 B
2 0,800 mCA
€ 0,600
& 0,400 mCB
* 0,200 C-C
0,000
mC-D
mCE




34

1,200 -

» 1,000 - C
'S 0,800 - A
‘4 0,600 -
g 0,400 - I mJ-8
L
0,200 - I mJC
0,000 - J
T T A PO BRI
Al | AC2 | cT2 | I
Loco
1,200 -
o 1,000 D
g 0,800 mJ-A
‘S 0,600
& 0,400 mJ-8
“ 0,200 J-C
0,000
mJD
Al AC2 CcT2 u-E
Loco

Para bairro: C = Catolé, J = José Pinheiro; pontos de coleta: A, B, C, D, E.

Comparando-se os bairros e os periodos de coleta, a maior e menor heterozigosidade
observada (Ho) foram obtidas no bairro do José Pinheiro, respectivamente, no periodo seco
(Ho = 0,307) e no periodo chuvoso (Ho = 0,238). Para a heterozigosidade esperada (Hg) o
maior valor observado foi no bairro do Catolé (Hg = 0,476) no periodo chuvoso e a menor

heterozigosidade esperada (Hg = 0,367) no bairro do José Pinheiro, periodo seco (Tabela 4).

Tabela 4 - indice de diversidade genética de populacdes de Aedes aegypti do municipio de Campina Grande, no
bairros do Catolé e José Pinheiro, nos periodos seco e chuvoso obtidos através de trés locos microssatélites.

Bairro-

Periodo Loco N Na Ne Ho He uHe F

C-S Al 32 3,000 2042 0,281 0510 0,518 0,449
AC?2 35 3,000 2,213 0,343 0,548 0,556 0,375
AC3 43 2000 1,316 0,233 0,240 0,243 0,032
Média 36,667 2,667 1857 0,286 0,433 0,439 0,285
SE 3,283 0,333 0,275 0,032 0,097 0,099 0,129

J-S Al 34 3,000 2042 0324 0510 0,518 0,366
AC?2 32 3,000 2,114 0,531 0,527 0,535 -0,008
AC3 46 2,000 1,067 0,065 0,063 0,064 -0,034
Média 37,333 2,667 1,741 0,307 0,367 0,372 0,108
SE 4,372 0,333 0,337 0,135 0,152 0,154 0,129

C-C Al 35 4,000 2,007 0314 0502 0509 0,373

AC2 24 3000 1,738 0,292 0424 0434 0,313
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AC3 34 3,000 2002 0206 0500 0,508 0,589
Média 31,000 3,333 1915 0,271 0,476 0,483 0,425
SE 3512 0,333 0,089 0033 0026 0025 0,084
J-C Al 25 4,000 1,598 0240 0374 0,382 0,359
AC2 28 3000 2181 0,107 0,541 0,551 0,802
AC3 30 3000 1873 0367 0466 0474 0,213
Média 27,667 3,333 1884 0238 0461 0,469 0,458
SE 1,453 0,333 0,168 0,075 0,048 0,049 0,177

Para bairro: C = Catolé, J = José Pinheiro; periodo: S=seco, C=chuvoso. SE = Desvio padrdo; N = NUmero de
individuos; Na = Ntmero de alelos; Ne = Numero de alelos efetivos; Ho = Heterozigosidade observada; He =
Heterozigosidade esperada; UHe = Heterozigosidade imparcial; F = Indice de fixacéo.

Entre os pontos de cada bairro, no periodo seco, 0os maiores e menores valores de Ho e
He foram obtidos no bairro do Catolé. O ponto D apresentou os menores valores (Ho = 0,108
e He = 0,099), enquanto que o ponto E os maiores valores (Ho = 0,578 e He = 0,443). No
periodo chuvoso, o maior valor de Ho foi observado no ponto E do bairro do Catolé (Ho =
0,374) e 0 menor valor no bairro do José Pinheiro, ponto D (Ho = 0,067). Para Hg 0 menor
valor foi visualizado no bairro do Catolé através do ponto A (Heg = 0,177) e o0 maior valor no
ponto C do bairro do José Pinheiro (He = 0,563).

5.3 Estrutura genética

A andlise de variacdo genética através do método estatistico F de Wright (1951),
mostrou alto indice de fluxo génico (Nm) e pouca variacdo entre os periodos estudados,
periodo seco (Nm =53,041) e periodo chuvoso (Nm = 51,149). O Fst mostrou valores baixos
em ambos os periodos, 0,015 no periodo seco e 0,019 no periodo chuvoso, mostrando que as
populacbes possuem alto nivel de similaridade genética. Para o Fis, em ambos os periodos foi
encontrado déficit de heterozigotos, com valor de 0,204 no periodo seco e 0,454 no periodo
chuvoso (Tabela 5).

A analise de variancia molecular (AMOVA), realizada a partir dos dados obtidos das
populacbes dos bairros do Catole e José Pinheiro mostraram que as populacfes possuem
grandes percentagens de diferenciacdo genética dentro das populacdes (76%), sendo que entre
as populages este valor é reduzido para 16% de variagdo e entre as regifes a variacao é de
apenas 8% de diferenciacdo (Figura 8). O maior indice de fixacao foi encontrado dentro das

populagdes, Fst=0,238 (Tabela 6).
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Tabela 5 - Valores de diferenciacdo genética de acordo com as estatisticas F de Wright e fluxo génico das
populacgdes de Aedes aegypti, do municipio de Campinha Grande, bairros do Catolé e José Pinheiro, no periodo

seco e chuvoso, levando-se em consideracdo 0s bairros estudados.

Periodo Loco Fis Fir Fst Nm
Seco Al 0,407 0,409 0,002 100,047
AC2 0,187 0,191 0,005 52,444
CT2 0,018 0,054 0,036 6,630
Média 0,204 0,218 0,015 53,041
SE 0,113 0,103 0,011 26,969
Chuvoso Al 0,367 0,387 0,031 7,907
AC?2 0,587 0,598 0,025 9,576
CT2 0,408 0,409 0,002 135,964
Média 0,454 0,464 0,019 51,149
SE 0,068 0,067 0,009 42,410

Figura 8 - Percentagens de variancia molecular entre as populagdes de Aedes aegypti do municipio de campina

Grande, nos bairros do Catolé e José Pinheiro

Entre
Regides
8%
Entre
Populagdoes
Dentro das 16%
Populagbess ——
76%

Tabela 6 - Andlise de variancia molecular (AMOVA) de regides microssatélites de populagdes de Aedes aegypti
do municipio de Campina Grande, nos bairros do Catolé e José Pinheiro nos periodos seco e chuvoso.

oL % I'?_dice~de P>
ixacao
Entre regides 1 8% Fgrr=0,083 0,001
Entre populacdes 18 16% Fsg=0,170 0,001
Dentro das populagbes 380 76% Fsr=0,238 0,001

GL= Grau de liberdade; Fry: Correlagdo entre as populagGes dos grupos entre as regibes; Fsg: Correlacdo entre

as populagdes dentro das regides; Fst: Correlacdo entre os individuos das populac6es.

Anédlises de agrupamento também foram realizadas a fim de revelar a estruturagdo das

populacdes, as quais foram obtidas através da analise de coordenadas principais (PCoA),

andlise bayesiana e construgdo de dendograma.

A andlise de coordenadas principais (PCoA) realizada por pontos de coleta revelou

que h& maior variacdo no eixo 1, onde o agrupamento foi responsavel por 54,72%, o eixo dois

apresentou agrupamento de 20,24% com predominacdo de agrupamento dos pontos por
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periodo climético (Figura 9), mostrando que possivelmente as diferencas dos grupos estdo

associadas aos efeitos climaticos e ndo por distribuicdo geogréfica.

Figura 9 - Analise das coordenadas principais, mostrando o agrupamento das populacdes de Aedes aegypti dos
bairros do Catolé e José Pinheiro, por ponto de coleta no periodo seco e chuvoso.
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Quando a PCoA foi realizada levando em consideracdo os individuos, houve uma
reducdo na percentagem dos eixos 1 e 2 para 55,10%, a distribuicdo para os eixos foi de
33,26% para 0 eixo 1 e 21,84% para o0 eixo 2. Através desta andlise foi possivel observar a
presenca de dois grupos, compostos por individuos coletados nas duas areas, embora estejam

presentes em ambos 0s grupos, apresentando separacao por periodo de coleta (Figura 10).

Figura 10 - Analise das coordenadas principais, mostrando o agrupamento dos individuos das populagdes de
Aedes aegypti dos bairros do Catolé e José Pinheiro, no periodo seco e chuvoso.
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A andlise bayesiana mostrou a existéncia de dois clusters, representados em vermelho
e verde, sendo possivel observar a predominancia do cluster verde nos bairros do Catolé e
José Pinheiro durante o periodo seco (Figura 11A-B). Neste periodo a predominancia do
cluster vermelho foi observada apenas no ponto B do Catolé (Figura 11A). Por outro lado, nas
populacBes do periodo chuvoso, a anélise bayesiana indica que entre estes periodos ocorreu
migracdo de individuos pertencentes ao cluster vermelho, tendo em vista que houve

predominancia deste cluster em todas as populacdes (Figura 11C-D).

Figura 11 - Analise bayesiana, mostrando a probabilidade de ancestralidade das populagGes de Aedes aegypti nos
bairro do Catolé e do José pinheiro. A: Populagdes do bairro do Catolé no periodo seco; B: Populagdes do bairro
do José Pinheiro no periodo seco; C: Populagdes do bairro do Catolé no periodo chuvoso; D: Populagdes do
bairro do José Pinheiro no periodo chuvoso.
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Os valores do eixo X correspondem ao nimero de individuos.

A anélise de agrupamento realizada a partir da distancia genética de Nei foi mostrou
que o agrupamento das popula¢Bes ocorreu através dos periodos estudados e ndo através da
distancia geografia entre eles (Figura 12)
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Figura 12 — Dendograma mostrando o agrupamento das populag@es de Aedes aegypti nos bairros do Catolé e
José Pinheiro no periodo seco e chuvoso, através do indice de distancia genética.
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coleta (A, B, C, D, E) e a Gltima letra ao periodo da coleta: S = seco, C = chuvoso.
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6 DISCUSSOES

Os resultados obtidos através do levantamento entomol6gico mostraram que no
periodo chuvoso ocorreu maior nimero de oviposicdo. Miyazaki et al. (2009), através de
monitoramento mensal do Aedes aegypti em Cuiaba, Mato Grosso, obtiveram resultados
semelhantes, ao quais mostraram que de novembro a maio ha menor oviposi¢édo, enquanto que
nos meses de julho e agosto, periodo de chuva, ocorreu aumento da oviposicéo, este fato esta
associado ao maior nimero de criadouros disponiveis devido a maior pluviosidade. De acordo
com Nasci (1991), a maior disponibilidade de sitios de oviposicao resulta em fémeas maiores,
as quais realizam maior quantidade de repasto sanguineo, realizando maior numero de
oviposicdo. No entanto, a maior oviposicdo no periodo chuvoso nao influencia no nimero de
casos de dengue. Paupy et al (2003), relatam que a temperatura influencia na transmissédo do
virus da dengue. Fémeas infectadas, submetidas a elevadas temperaturas, possuem 2,64 vezes
mais chances de completar o periodo de replicacdo do virus, do que fémeas submetidas a
baixas temperaturas (JETTEN; FOCKS, 1997; HALSTEAD et al., 2008).

A variacdo da diversidade genética encontrada a partir de trés locos de microssatélites,
revelando a presenca de 10 alelos, sendo 3 para os locos AC2 e CT2 e 4 para o loco Al, é
relativamente semelhante a encontrada por Slotman et al. (2007), em pesquisa realizado com
17 insetos de Lao Bao, centro-oeste da Tailandia, a qual o nimero de alelos encontrados para
o loco CT2 foi 0 mesmo observado no presente estudo, ja para o loco AC2 ele encontrou 5
alelos e neste trabalho foi observado apenas 3 alelos.

O numero de alelos variou conforme o periodo estudado, o periodo chuvoso obteve
maior riqueza com a presenca dos 10 alelos, no periodo seco estiveram ausentes o alelo 4 do
loco Al e o0 alelo 3 do loco CT2. Também foi possivel observar variacdo na frequéncia
alélica nos pontos entre o periodo seco e o chuvoso, como a presenca do alelo 2 do loco CT2
apenas no José Pinheiro apenas no ponto E, enquanto que este alelo quando no periodo
chuvoso esteve presente em todos 0s pontos. Essas variacdes alélicas sdo causadas devido a
mudancas climaticas e ambientais, as quais podem proporcionar maior nimero de sitios de
oviposi¢cdo ou menor, interferindo no fluxo génico entre as populagdes, como também, por
esta espécie ser o principal vetor da dengue periodicamente ha campanhas de controle a este
mosquito, com aplicacdo de inseticidas quimicos. Em estudo realizado por Paupy et al. (2003)
em quatro cidades de Cambodja, foi observado que em Seam Reap, cidade com constante

utilizacdo de inseticidas as populacbes eram subdividas, possuindo grande indices de
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diferenciacdo genética, enquanto que na cidade de Kampong Som, a qual possui menor uso de
inseticidas as populagdes apresentaram-se com menor variagdo na estrutura genética.

Os valores obtidos para heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada
(He) foram semelhantes aos obtidos por Mendonga (2010), em trabalho de variacdo espaco-
temporal de populacbes de A. aegypti realizado com nove locos microssatélites em quatro
populacbes de Manaus, estado do Amazonas, o qual no periodo seco o valor de Ho (0,474) foi
maior que no periodo chuvoso (0,472) e para a He foi encontrado maior valor no periodo
chuvoso (He = 0,588) e menor valor no periodo seco (0,564).

Os resultados obtidos atraves das analises de diferenciacdo genética revelaram elevado
indice de fluxo génico (Nm) no periodo seco (Nm = 53,041) e chuvoso (Nm = 51,149) e
consequente baixa diferenciacdo genética nestes periodos (seco: Fst = 0,015; chuvoso: Fst =
0,019) e déficit de heterozigotos em ambos 0s periodos. Em estudos de dispersdao em
populacbes de A. aegypti do Rio de Janeiro, Hondrio et al. (2003) relataram a presenca de
frequente migracdo entre populagdes equidistantes até 800 metros. Maciel-de-Freitas e
Lourenco-de-Oliveira (2009) desenvolveram pesquisas com fémeas marcadas com
fluorescéncia e relatam que as fémeas possuem dispersdo de até 690 metros. Essas pesquisas
sugerem que os valores encontrados no presente estudo podem ter resultado devido a
proximidade dos pontos de coleta (600m) e da localizag&o dos bairros, tendo em vista que eles
séo vizinhos, fazendo com que ocorra constante migragéo.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) evidenciou que as populacdes ndo estdo
estruturadas ao mostrar que a maior diferenciacdo genética encontra-se dentro das populacdes
(76%). Resultados similares foram encontrados por Lima (2010) com populacdes de A.
aegypti provenientes da Amazbnia, utilizando marcadores microssatélites obteve
diferenciacdo genética dentro da populacdo de (68%). Estes resultados sugerem que as
populacdes provavelmente migraram para estes pontos e foram estabelecidas recentemente,
estando, ainda, em processo de estruturacao.

A analise bayesiana mostrou a presenca de dois clusters que, provavelmente, sofrem
variacdo em sua frequéncia alélica de acordo com as mudancas climaticas. No periodo
chuvoso, ocorreu predominancia do cluster vermelho, podendo ter sido causada através de
insetos provenientes a partir do ponto B do Catolé no periodo seco, pois € possivel observar
que este foi o primeiro ponto ao qual o cluster vermelhou iniciou sua predominancia. Paupy et
al. (2010) trabalhando com variabilidade genética em A. aegypti no Senegal por meio de
microssatélites, também encontrou mudancas nos clusters de acordo com a sazonalidade, no

entanto ao invés de predominancia de um cluster ja existente, ele observou variagdo no
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namero de clusters, no periodo seco ele encontrou dois clusters, enquanto que no chuvoso
ocorreu a presenca de sete clusters.

Os dados da andlise bayesiana corroboram com os obtidos através da AMOVA, PCoA
e com a andlise de agrupamento realizada a partir da distancia genetica de Nei a qual foi
possivel observar que o agrupamento das populages teve maior influéncia do periodo
climatico do que da distribuicdo espago-geografica dos pontos de coleta como pode ser
verificado no caso do primeiro grupo do dendograma que mostra as populacfes dos pontos A
e B do José Pinheiro e E do Catolé, ambas do periodo do inverno unidas ,remetendo que a
distancia geografica possui menor influéncia na estruturacdo genética do que os fatores
climéticos, pois a populacdo do ponto E do Catolé encontra-se no centro das populacfes do

referido bairro, sendo desta forma relativamente isolada das populaces do José Pinheiro.



43

7 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo do presente trabalho pode-se concluir que ha necessidade de maior
intervencdo de controle do Aedes aegypti no periodo chuvoso, devido o elevado nimero de
oviposi¢do, causando aumento populacional além do aumento na diversidade genética. Porém,
a intervencao deve ser continua, tendo em vista que a migracao dos insetos faz com que haja
fluxo génico entre os periodos, possibilitando dispersdo de locos associados com resisténcia a
inseticidas quimicos.

Os locos microssatélites utilizados foram polimdrficos, sendo considerados Uteis para
utilizacdo em estudos de genética nas populagdes estudadas.

As populacbes mostraram valores de fluxo génico superior a 50 em ambos 0s
periodos, podendo ser consideradas uma unica populag&o.

Os resultados das analises de estruturacdo genética mostraram que o clima apresenta
maior influéncia na estrutura genética destes insetos do que a distancia geogréafica.

Desta forma, é possivel afirmar que trabalhos de avaliacdo espaco-temporal e varia¢ao
genética de populacdes de A. aegypti sdo importantes por apresentarem dados que explicam
fatores que agem na estrutura genética destes insetos em um tempo relativamente curto,

podendo desta forma, ser tracado métodos de controle mais eficazes.
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APENDICE A - indice de diversidade genética de populagdes de Aedes aegypti dos bairros do Catolé e José
Pinheiro por ponto de coleta, no periodo seco e chuvoso, obtidos através de trés locos microssatélites.

Bairro-Ponto

| Periodo Locos N Na Ne Ho He uHe
C-A|S Al 9 3000 2051 0,333 0512 0542 0,349
AC2 9 2000 1,246 0,000 0,298 0,209 1,000
CT2 10 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 N/D
Média 9,333 2,000 1,432 0,111 0,237 0,251 0,675
SE 0,333 0577 0317 0,111 0,149 0,158 0,266
C-B|S Al 7 2,000 1,153 0,143 0,133 0,143 -0,077
AC2 7 2,000 1849 0,714 0459 0495 -0,556
CT2 7 2000 190 0,857 0,490 0,527 -0,750
Média 7,000 2,000 1654 0571 0361 0,388 -0,461
SE 0,000 0,000 0,253 0,218 0,114 0,123 0,200
C-C|S Al 6 1000 1,000 0,000 0,000 0,000 N/D
AC2 5 2000 1220 0,200 0,80 0,200 -0,111
CT2 6 2000 1600 0500 0375 0409 -0,333
Média 5667 1,667 1,273 0,233 0,18 0,203 -0,222
SE 0,333 0,333 0,175 0,145 0,08 0,118 0,091
C-D|S Al 5 2000 1220 0,200 0,280 0,200 -0,111
AC2 8 2000 1,133 0,125 0,117 0,125 -0,067
CT2 10 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 N/D
Média 7,667 1667 1,117 0,208 0,099 0,108 -0,089
SE 1,453 0,333 0,064 0,058 0,053 0,068 0,018
C-E|S Al 5 3000 238 0800 0580 0,644 -0,379
AC2 6 3,000 280 0833 0653 0,712 -0,277
CT2 10 2,000 1,105 0,00 0,095 0,100 -0,053
Média 7,000 2,667 2,122 0578 0443 0,486 -0,236
SE 1528 0,333 0529 0239 0,175 0,194 0,096
J-A|S Al 8 3,000 2246 0625 0555 0592 -0,127
AC2 6 2000 1,180 0,167 0,153 0,167 -0,091
CT2 9 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 N/D
Média 7,667 2,000 1475 0264 0,236 0,253 -0,109
SE 0,882 0577 0389 0,187 0,165 0,176 0,015
J-BJ|S Al 7 2,000 1849 0429 0459 0495 0,067
AC2 6 2000 1,180 0,167 0,153 0,167 -0,091
CT2 10 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 N/D
Média 7,667 1667 1,343 0,198 0,204 0,220 -0,012
SE 1,202 0,333 0,258 0,125 0,135 0,245 0,064
J-C|S Al 5 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 N/D
AC2 6 3,000 288 0667 0653 0,712 -0,021
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5,667
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5,333
0,667

6,333
0,333

6,333
0,882

7,333
1,202

7,667
1,333

1,000
1,667
0,667
3,000
3,000
1,000
2,333
0,667
3,000
2,000
2,000
2,333
0,333
3,000
1,000
1,000
1,667
0,667
2,000
2,000
2,000
2,000
0,000
3,000
3,000
2,000
2,667
0,333
1,000
2,000
2,000
1,667
0,333
2,000
2,000
2,000
2,000
0,000
3,000
2,000
2,000
2,333
0,333
0,000

1,000
1,627
0,627
1,662
2,418
1,000
1,693
0,410
2,000
1,923
1,342
1,755
0,208
2,133
1,000
1,000
1,378
0,378
1,180
1,600
1,385
1,388
0,121
2,178
1,674
1,600
1,817
0,181
1,000
1,724
1,882
1,535
0,272
1,600
1,471
1,246
1,439
0,103
1,852
1,385
1,528
1,588
0,138
0,000

0,000
0,222
0,222
0,125
1,000
0,000
0,375
0,315
0,333
0,400
0,300
0,344
0,029
0,250
0,000
0,000
0,083
0,083
0,167
0,500
0,333
0,333
0,096
0,571
0,333
0,167
0,357
0,117
0,000
0,200
0,250
0,150
0,076
0,500
0,400
0,222
0,374
0,081
0,400
0,111
0,444
0,319
0,104
0,000

0,000
0,218
0,218
0,398
0,586
0,000
0,328
0,173
0,500
0,480
0,255
0,412
0,079
0,531
0,000
0,000
0,177
0,177
0,153
0,375
0,278
0,269
0,064
0,541
0,403
0,375
0,440
0,051
0,000
0,420
0,469
0,296
0,149
0,375
0,320
0,198
0,298
0,052
0,460
0,278
0,346
0,361
0,053
0,000

0,000
0,237
0,237
0,425
0,621
0,000
0,349
0,183
0,545
0,533
0,268
0,449
0,090
0,567
0,000
0,000
0,189
0,189
0,167
0,429
0,303
0,299
0,076
0,582
0,439
0,409
0,477
0,053
0,000
0,467
0,500
0,322
0,161
0,400
0,356
0,209
0,322
0,058
0,511
0,294
0,366
0,390
0,064
0,000

52

N/D
-0,021
0,237
0,686
-0,705
N/D
-0,009
0,568
0,333
0,167
-0,176
0,108
0,150
0,529
N/D
N/D
0,529
0,189
-0,091
-0,333
-0,200
-0,208
0,070
-0,057
0,172
0,556
0,224
0,179
N/D
0,524
0,467
0,495
0,023
-0,333
-0,250
-0,125
-0,236
0,061
0,130
0,600
-0,286
0,148
0,256
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0,000
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10
8,000
1,155

5,667
0,667
7
6
6
6,333
0,333

0,000
0,000
0,000
0,000
4,000
3,000
3,000
3,333
0,333
1,000
2,000
2,000
1,667
0,333
3,000
3,000
2,000
2,667
0,333

0,000
0,000
0,000
0,000
2,286
2,571
2,062
2,306
0,147
1,000
1,960
2,000
1,653
0,327
1,342
1,946
1,800
1,696
0,182

0,000
0,000
0,000
0,000
0,250
0,000
0,400
0,217
0,117
0,000
0,000
0,200
0,067
0,067
0,286
0,333
0,333
0,317
0,016

0,000
0,000
0,000
0,000
0,563
0,611
0,515
0,563
0,028
0,000
0,490
0,500
0,330
0,165
0,255
0,486
0,444
0,395
0,071

0,000
0,000
0,000
0,000
0,600
0,667
0,542
0,603
0,036
0,000
0,527
0,556
0,361
0,181
0,275
0,530
0,485
0,430
0,079

53

0,000
0,556
1,000
0,223
0,593
0,225
N/D
1,000
0,600
0,800
0,163
-0,120
0,314
0,250
0,148
0,135

Para bairro: C = Catolé, J = José Pinheiro; pontos de coleta: A, B, C, D, E; periodo: S=seco, C=chuvoso. SE =
desvio padrdo; N = Numero de individuos; Na = NUmero de alelos; Ne = NUmero de alelos efetivos; Ho =
Heterozigosidade observada; He = Heterozigosidade esperada; UHe = Heterozigosidade imparcial; F = Indice

de fixagéo.



