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“ Agir com sabedoria assegura o sucesso”
Eclesiastes



Resumo

A dengue ¢ um dos principais problemas de satde publica no mundo. Como ndo ha
tratamento especifico ou vacina eficiente, a medida de controle é o combate ao vetor, sendo
o culicideo Aedes aegypti o principal. Acredita-se que a densidade populacional desse vetor
¢ maior nos periodos quentes e chuvosos do ano, do que nos periodos frios e secos. O
estudo analisou geneticamente a dindmica populacional da espécie, mediante as variagdes
climaticas. Foram feitas coletas pelo menos uma vez em ambos os periodos ao longo de
cinco anos, por armadilhas de oviposicdo na cidade de Botucatu. A analise genética foi
viabilizada pela técnica TagMan de discriminacao alélica, utilizando SNPs de nove genes
distribuidos nos trés cromossomos do mosquito. Pela analise bayesiana, ndo houve variacao
na estruturacdo populacional das coletas, e a analise estatistica apresentou percentagem de
variacdo entre as coletas foi baixa (FST = 0,0028; p=0,763), além disso as freqiiéncias
alélicas foram constantes. Os resultados mostram que, apesar da grande variacdo na
densidade dos adultos, o tamanho populacional ndo varia. Portanto, hda uma varia¢do na
prevaléncia da forma de vida da espécie: adultos nos meses quentes e chuvosos e,
possivelmente ovos nos frios e secos; implicando em estratégias de controle diferentes para
cada periodo. Além disso, a estimativa do tamanho populacional ndo deve considerar

somente adultos alados, mas todas as outras formas de vida do mosquito encontradas.

Palavras-chave: Aedes aegypti, Single Nucleotide Polymorphisms, populagoes, TagMan.



Abstract

Dengue virus is a major public health problem worldwide. Aedes (Stegomyia) aegypti is the
main dengue vector. Since there is no specific treatment or effective vaccine, control
measure is focused on vector control. It is believed that population density is higher in the
warmer/rainy season than in cold/dry. The study aimed to genetically characterize
population dynamics of Ae. aegypti during climatic variations. Collections were performed
at least once in both periods over five years by oviposition traps at Botucatu city. The
technique of TagMan allelic discrimination was used for genetic analysis, in which SNPs
from nine genes distributed on three chromosomes of the mosquito were genotyped.
Bayesian analysis did not show variance on population structure over the five year period.
The percentage of variation among samples in statistical analysis was low (Fst = 0.0028,

p = 0.7634), furthermore the allele frequencies were constant. The results show that despite
wide variation in the density of adults, population size does not vary. Therefore, there is
variation in the prevalence of the species life stages: adults in warmer/rainy, and possibly
eggs in cold/dry, resulting in different control strategies for each period. Moreover,
estimation of population size should not consider only winged adults, but all other found

life stages forms.

Keywords: Aedes aegypti, Single Nucleotide Polymorphisms, populations, TagMan.
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1.Introdugio



1. Introducéo

O controle do mosquito Aedes aegypti ¢ o unico eclo vulneravel da cadeia
epidemiologica da dengue. Atualmente este vetor ¢ encontrado em condi¢ao domiciliada
em todos os Estados brasileiros (Ministério da Satude, 1998). Estudos ecoldgicos de Ae.
aegypti sugerem que a densidade vetorial exibe variagdo sazonal: diminui nas estagdes
secas, € tem um pico nas estagdes chuvosas (Huber et al, 2000, Focks, 2003). Gargalos
genéticos, devido a influéncia da variagdo sazonal e, como observado por Lerdthusnee e
Chareonviriyaphap (1999), ao tratamento inseticida reduzem a variabilidade genética de
populacdes. Além disso, as novas introdugdes do vetor desempenham papel fundamental na
mudanga na composi¢ao alélica. O conhecimento aprofundado sobre a estruturagao
genética e dinamica populacional desta espécie tem, cada vez mais, se tornado crucial. Uma
vez que populagdes geneticamente diferentes podem apresentar diferengas quanto a sua

capacidade e competéncia vetorial.
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2. Revisao Bibliografica

O Aedes aegypti ¢ o mais importante vetor dos virus da dengue ¢ da febre amarela
urbana. A dengue ¢ um dos principais problemas de satde publica no mundo, infectando
anualmente de 50 a 100 milhdes de pessoas em mais de 100 paises e, infelizmente, apesar
de todos os esfor¢os de pesquisa, ndo ha vacina eficaz. O unico elo vulneravel da cadeia
epidemioldgica sdo os vetores, os culicideos Ae. aegypti e Ae. albopictus, ambos
introduzidos no Brasil (Tauil, 2001).

O Ae. aegypti ¢ um diptero da familia Culicidae, pertencente a subfamilia Culinae e
ao subgénero Stegomyia (Gubler, 1998). Originario da Africa, especialmente no territorio
onde hoje se situa a Etiopia. A partir desta localidade, o mosquito se dispersou pelo mundo
ao longo das rotas comerciais durante os séculos XVII, XVIII e XIX, distribuindo-se
amplamente nas regides tropicais e subtropicais do globo terrestre, principalmente entre os
paralelos de 45°N e 30°S (Slosek, 1986).

Como ¢ possivel observar, a doenca foi reconhecida hd aproximadamente 200 anos
e tem apresentado carater epidémico e endémico variado tendendo a agravar nos ultimos
anos. O impacto dessa doenca sobre a populagdo humana ¢ notado, ndo apenas pelo
desconforto que causa, como pela ocorréncia de Obitos, principalmente entre criancas.
Existem prejuizos econdmicos expressivos em gastos com: tratamento, hospitalizacdo,
controle dos vetores, absten¢do ao trabalho e perdas com turismo (WHO, 1997; Holmes et
al., 1998).

Os mosquitos tém habitos domésticos e diurnos, suas formas tipicas adultas
apresentam coloracdo castanha e s3o frequentemente ornamentados com manchas e
desenhos de escamas claras, no torax e nas pernas. Apresentam metamorfose completa, isto
¢, possuem quatro estagios de vida, sendo trés deles aquaticos - ovos, larvas e pupas, € um
terrestre - adulto. As fémeas sugam sangue de mamiferos e por isso muitas acabam sendo
vetores de diversas moléstias, dentre elas o dengue, destaca-se tanto pela dimensdo dos
agravos que provoca, como pela quantidade de recursos, em saude publica, que demanda

para seu controle.



O Ae. albopictus tem sua origem no sudeste da Asia e foi descrito por Skuse em
1894. Essa espécie é observada nas areas tropical e subtropical, assim como o Ae. aegypti,
mas também pode resistir ao frio das areas de clima temperado do globo. Estdo distribuidos
por todos os continetes, entre latitudes 35° Norte e 35° Sul em geral, faixa que apresenta
temperaturas relativamente estaveis no inverno de aproximadamente 10°C (Adegas, M. G.,
et al., 2005). Normalmente ndo ¢ encontrada em zonas acima de 1000 metros, porém foi
constatada a mais de 2000 metros de altitude na india e Colombia, o que demonstra sua
capacidade de adaptacdo as variagdes climéticas. E encontrada em regides urbanas e rurais
das cidade, porém nao apresenta uma antropofilia tdo acentuada quanto Ae. aegypti. Realiza
oviposicao preferencialmente em recipientes naturais como casca de coco, ocos de arvores
e bambus e axilas de plantas como bromélias e bananeiras, (SUCEN, 1997).

O ciclo evolutivo destes Dipteros ¢ iniciado com a copula dos adultos, normalmente
em voOo e proxima aos criadouros. Uma unica inseminagdo ¢ suficiente para fecundar todos
0s ovos que a fémea produzird durante toda sua vida. Apos o acasalamento, as fémeas
realizam o repasto sanguineo em vertebrados, preferencialmente o homem, ¢ necessario
para a maturacdo dos ovos. O periodo entre o repasto sanguineo e a oviposi¢cdo ¢ chamado
de Ciclo Gonotréfico que, em condi¢des favoraveis, niveis elevados de umidade relativa e
temperatura (26° a 46° C), varia entre 2 e 3 dias (SUCEN, 1997).

A fémea ovipde de 80 a 100 ovos por vez, inicialmente, depois a quantidade
diminui para 25 a 30 ovos, realiza esse processo repetidamente 12 a 14 vezes, totalizando
300 a 450 ovos (SUCEN, 1997). Os ovos sdo depositados a milimetros acima da superficie
da 4gua, nas bordas dos recipientes escolhidos pelas fémeas. Os ovos eclodem em
aproximadamente 30 minutos quando em &4gua, podendo demorar dias, porém se as
condi¢des ambientais forem desfavoraveis e os ovos poderdo permanecer viaveis por um
periodo de um a dois anos.

A preferéncia das fémeas pelos depositos artificiais como locais de oviposigao faz
com que a concentracdo populacional advinda com a urbanizagdo, ao lado da larga
utilizagdo moderna de recipientes artificiais, seja fator determinante na sua crescente
proliferacdo nos centros urbanos. Como exemplos de criadouros artificiais podem-se citar
pneus, latas, caixas d’agua e piscinas. Nesses criadouros, as fémeas depositam seus ovos,

isoladamente, em um substrato umido, préximo a agua ou em local inundavel. O



crescimento e desenvolvimento das larvas variam com a temperatura da agua,
disponibilidade de alimento e densidade populacional no criadouro. Este ciclo geralmente
se desenvolve em um curto espaco de tempo, podendo variar entre 10 a 15 dias,
contribuindo para o aumento da densidade populacional da espécie (Consoli & Lourengo-
de-Oliveira, 1994).

Em meados dos anos 40, até os anos 60, a dengue foi praticamente eliminada de
muitos paises em quase toda a América, incluindo o Brasil, em virtude do combate ao vetor
em escala continental (Soper, 1965). Contudo, devido a reducdao da vigilancia e dos
programas de controle, observou-se a reinfestacdo do Ae. aegypti em 1967, provavelmente
originada dos paises que ndo obtiveram éxito em sua erradicacdo (Franco, 1976). No
Estado de Sao Paulo, os primeiros registros da presenga do Ae. aegypti datam de 1980, na
zona portudria de Santos. Em 1985, a espécie foi observada na regido oeste do Estado,
provavelmente introduzida a partir do Mato Grosso e/ou Parana (Glasser, 1997). A partir
deste ponto, a progressdo geografica da infestagdo ocorreu na direcdo dos municipios
situados de oeste para leste. Enfim, desde a re-introdugdo em 1967, ndo houve mais sucesso
na eliminagdo deste culicideo, que atualmente esta presente em condi¢ao domiciliada em
todos os Estados brasileiros (Ministério da Saude, 1998).

No municipio de Botucatu, especificamente, foram localizados os oitos primeiros
focos de Ae. aegypti no ano de 1986, ¢ apesar dos diversos programas de erradicagdo, os
vetores permanecem na regido. Localizado no centro sul do Estado de Sao Paulo, a cidade
apresenta grandes oscilagdes do vetor durante o ano, causadas pelas caracteristicas de
temperatura e precipitacdes pluviométricas locais (Rueda, 2008).

Na tentativa de se manter estratégias efetivas de controle, ¢ importante o
desenvolvimento de novas ferramentas para o entendimento das relagdes entre o vetor,
patdgeno e o homem. Dentre estas ferramentas o entendimento de caracteristicas como
capacidade vetorial, resisténcia a inseticida e dinamica populacional do vetor. O uso de
inseticida quimico tem sido largamente empregado, entretanto, de modo geral, mosquitos
vetores de agentes infecciosos manifestam alto grau de plasticidade genética (Besansky et
al., 1992). Uma das conseqiiéncias desta elevada flexibilidade genética ¢ a alta freqiiéncia

com que populacdes de mosquitos adquirem resisténcia multipla a inseticidas quimicos ou



biologicos utilizados no seu controle (Groetes & Tabachnik, 2000; Hemingway & Ranson,
2000; Ferre& Van Rie, 2002).

Muitos estudos, desde o final da década de 1970, tém demonstrado a variabilidade
genética presente em populagdes do Ae. aegypti (Tabachnick & Powell, 1979). Atualmente
existem varios métodos que possibilitam a analise da variabilidade genética. Loxdale &
Lushai (1998) publicaram uma extensa revisdo de marcadores moleculares, usualmente
utilizados para examinar a variabilidade genética, em populacdes de mosquito. A escolha
do marcador utilizado em cada estudo depende do objetivo, do nivel de observagao
desejada e da espécie estudada (Roderick, 1996).

Os polimorfismos dos marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(Williams et al., 1992) tém sido muito empregados no estudo de populagdes naturais de Ae.
aegypti (Ballinger-Crabtree et al., 1992; Apostol et al., 1994; Gorrochotegui-Escalante et
al., 2000). Estudo realizado em nosso laboratorio, 11 populagdes naturais de Ae. aegypti
foram analisadas utilizando-se marcadores RAPD. Os resultados indicam que as
populacdes brasileiras deste vetor estdo estruturadas em trés regides geograficas (Norte,
Nordeste e Sudeste), sugerindo a presenca de subpopulagdes estruturadas com indicativo de
isolamento genético por distancia (Paduan et al., 2005).

A utilizagdo de genes mitocondriais como marcadores moleculares tém
demonstrado grande importincia no reconhecimento de espécies cripticas, estudos
filogenéticos ou na estrutura genética de populagdes (Conn et al., 1993; Besansky et al.,
1997; Gorrochotegui- Escalante et al., 2000, 2002). Anélises de populagdes brasileiras de
Ae. aegypti por genes mitocondriais, COI (Citocromo Oxidase I) ¢ ND4 (NADH
desidrogenase subunidade 4), foram realizadas em nosso laboratdrio e permitiram inferir
sobre a presenca de linhagens mitocondriais. Os resultados indicaram a presenca de
linhagens mitocondriais independentes de origem polifilética. Ndo héd relagdo dos
haplétipos com a localizagao geografica das amostras (Paduan & Ribolla, 2009).

Uma vez que estas pesquisas permitiram inferir pouco sobre a discriminacao
geografica de populagdes locais do mosquito Ae. aegypti, a inclusio de marcadores
baseados em SNPs (Single Nulcleotide Polymorphisms) no estudo de insetos vetores tem se
tornado claramente necessaria (Zhang & Hewit, 2003). A tecnologia disponivel aliada a

necessidade de maior refinamento, na detec¢ao de polimorfismos e saturagdo de mapas de



analise genética, permitiu o desenvolvimento dos marcadores SNPs. Tais marcadores
correspondem a diferencas na posi¢ao de um unico nucleotideo, ocorridas por substitui¢des,
delecdes ou insercdes, representando a forma mais frequente de variagdo em genomas de
vertebrados e invertebrados (Taillon-Miller et al., 1998; Brookes 1999). Os esforgos para se
identificar SNPs tém sido acelerados pela utilidade do sequenciamento completo do
genoma de algumas espécies e pela emergéncia de ferramentas de genotipagem de alta
resolugdo (Syvanen, 2001).

No genoma do mosquito Anopheles gambiae foram identificados um total de
443.963 SNPs ao longo de 278 Mb de comprimento, representando uma frequéncia de 1,6 x
10 (Holt et al., 2002) e, entdo esta quantidade de polimorfismos elevou as possibilidades de
se expandir os estudos baseados nestes marcadores. SNPs localizados em regides nao-
codificantes do genoma, e SNPs de sitios sindnimos em regides codificantes sem impacto
direto no genoma, fornecem ferramentas de grande utilidade para estudos de evolucgdo e
genética de populacdes. Enquanto que, SNPs de sitios ndo sinonimos que alteram a
estrutura e a funcdo potencial das proteinas codificantes, representam marcadores alvo para
se identificar variagdes genéticas associadas com caracteristicas complexas.

O método para genotipar SNPs deve fornecer estimativas acuradas da freqiiéncia de
alelos, além de ter tempo e custo baixos para sua realizagdo. Atualmente existem diferentes
métodos disponiveis para genotipagem por SNPs em amostras individuais (Syvanen, 2001).
Muitos métodos incluem sistemas de genotipagem highthrouput, que requerem
equipamentos caros, ndo sendo, portanto vidveis para trabalhos com poucos SNPs, ou
menor nimero de amostras. Um método simples e de baixo custo para a genotipagem de
SNPs iria melhorar a acessibilidade para todos os laboratorios minimamente equipados.

Entre os simples métodos de genotipagem de SNPs, estio o CAPS (Cleaved
amplification polymorphic site) ou PCR-RFLP (Polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism) que sdo largamente aplicados (Iwaki et al. 2002;
Yanaginasawa et al. 2003; Yamanaka et al. 2004). Contudo, estes métodos sdo demorados e
ndo sdo aplicaveis para todos os SNPs, devido ao custo elevado de enzimas de restri¢do
(Bundock et al. 2005). Um método alternativo ¢ o PASA (PCR allele-specific
amplificantion), vantajoso pela detec¢ao do produto amplificado ser no gel de agarose. Por

outro lado, a mudanca de pares de base inica na extremidade 3’ do oligonucleotideo muitas



vezes nao ¢ suficiente para assegurar a discriminacao de confianga entre os dois alelos do
SNP (Ahmadian et al. 2001), e duas reagdes sdo necessarias, uma para cada alelo (Kim et
al. 2005).

O ensaio TagMan® ¢ considerado uma ferramenta bastante 1til para a deteccao de
polimorfismo SNP. Nesta técnica sao utilizadas moléculas reporters (VIC™ ¢ FAM ™),
formadas por um fluoroforo na regido 5’ da sonda, e quencher, que esta ligada a molécula
reporter, absorvendo sua energia. Na clivagem da ligacdo da sonda alvo especifico que
hibridiza com a cadeia complementar cria um sinal de fluorescéncia, devido a degradacao
da sonda pela atividade nuclease da enzima Tag DNA polimerase. Durante a PCR, as
moléculas reporter e quencher sdo separadas, permitindo a emissdo da fluorescéncia do
reporter, a deteccdo e quantificacdo garantem a genotipagem da amostra (Novais et al.,
2004). Portanto, se o sinal de fluorescéncia ¢ unico, detecta-se homozigose, por outro lado
se o sinal de fluorescéncia incluir dois fluoroforos, detecta-se heterozigose. Essa
metodologia tem alta sensibilidade e especificidade, além de ter facil execugdo, pouco
sujeita a contaminagdes e com produ¢do mais rapida quando comparada a PCR padrio
(Holland et al., 1991).

Desta forma, o conhecimento aprofundado sobre a estruturacdo genética e dinamica
populacional desta espécie tem, cada vez mais, se tornado crucial. Uma vez que populagdes
geneticamente diferentes podem apresentar diferengas quanto a sua capacidade e
competéncia vetorial. Além disso, dados sobre o monitoramento das populagdes circulantes
do mosquito, relacionados com dados de casos de dengue e resisténcia a inseticidas durante
os periodos epidémicos e inter epidémicos, podem constituir uma alternativa eficaz para

prevenir as epidemias.
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3. Objetivos

O presente projeto visa:
» Estudar geneticamente a espécie Ae. aegypti, no municipio de Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil.
» Observar a partir dos dados obtidos pela genotipagem por SNPs a variagdo sazonal
do vetor Ae. aegypti no municipio de Botucatu.
» Incrementar a vigilancia epidemiologica do municipio de Botucatu com analise

genética dos espécimes coletados.

11
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4. Materiais e Métodos

4.1. Populacdes do estudo

Mosquitos Ae. aegypti foram coletados pelo Servigo de Vigilancia Epidemiologica
da Cidade de Botucatu/SP. Em 2005 as coletas foram realizadas nos meses abril, junho e
novembro; em 2006, nos meses fevereiro € novembro; em 2007, nos meses margo € agosto;
em 2009, nos meses agosto ¢ novembro; ¢ em 2010, nos meses de fevereiro, maio,
setembro e novembro. De um modo geral, as coletas foram realizadas anualmente em pelo
menos um periodo com altas temperaturas e indice pluviométrico elevado (novembro a
abril), ¢ um periodo com temperaturas baixas e indice pluviométrico baixo (maio a

outubro). Conforme mostra a tabela da climatologia da cidade.

Tabela. Climatologia de Botucatu. Fonte: Jornal do Tempo. temperaturas e
indice pluviométrico.

250.0 quente/chuvoso ., quente/chuvoso 390
—_— —_—
[
2000 - 3.0
frio/seco
20,0
150,0 4
F15.0
100.,0 1
- 10,0
50.0 - Lso
0.0 - 00

JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ

4.2. Metodologia de coleta

Foi utilizado armadilha de oviposi¢do (ovitrampa), proposta por Fay & Eliason
(1966), na qual contém como substrato para oviposi¢do uma palheta de Eucatex com
tamanho de 2,5 x 12,5cm acondicionada dentro de um frasco preto de aproximadamente
500 mL. Foi realizada uma estimativa do nimero minimo de pontos para instalacdo

13



segundo o numero de iméveis do municipio que foi dividido em areas, setores e quadrantes.
Em cada quadrante sorteado foi instalada uma armadilha, assim a distribuicdo das
ovitrampas cobriu toda a extensdo geografica do municipio. Todas as palhetas,
identificadas com um numero/letra referente a sua localizagdo, foram instaladas por um
periodo de 3 semanas. A cada semana as palhetas positivas, ou seja palhetas que continham
ovos, foram retiradas e acondicionadas. Ao final do periodo todas as pealhetas positivas
foram encaminhadas ao laboratério Pangene, Departamento de Parasitologia — IBB- Unesp/
Botucatu.

No laboratério, as palhetas positivas foram inspecionadas em lupa para analise do
nimero de ovos por ponto de amostragem. No insetario, os ovos foram mantidos até o
estagio adulto em condi¢des controladas (temperatura de 27° C, umidade relativa de 80% e
foto periodo de 12h). Quando atingeram o estagio de pupas foram transferidas para um
copo e acondicionadas em uma gaiola de triagem para identificacdo individual dos insetos
adultos emergidos. Depois de identificados os adultos foram congelados a 20°C até o

momento da andlise genética.

4.3. Estudo genético populacional por SNPs

4.3.1. Preparagdo do DNA - Foi utilizado em tampdo de extragdo resina
Chelex100® Molecular Biology Grade Resin (Bio-Rad Laboratories), preparada a 5%
conforme as recomendagdes do fabricante. Um volume de 300 pl da solugdo foi distribuido
em tubos de 1,5 ml, onde cada mosquito foi individualmente triturado com auxilio de um
pistilo. Apos, foi seguido o protocolo de preparagao; os tubos foram agitados por 10-15 s;
centrifugados a alta velocidade (13000 rpm — 30 s); incubados por 30 min a 80°C em banho
seco; agitados novamente por 10-15 s e centrifugados a alta velocidade (13000 rpm — 30 s).
Em seguida, foi retirado o sobrenadante que foi transferido para um novo tubo. A
concentracdo do DNA foi estimada submetendo-se 2 pul do DNA de cada amostra ao
espectrofotometro NanoDrop® (ND-1000). Apos a quantificagdo as amostras foram

acondicionadas em freezer -20°C.
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4.3.2. Diluicéo das amostras — As amostras foram diluidas com agua milliQ (18.3)

autoclavada em concentragdo padrao de 20ng/ul e acondicionadas em placas de 96 pogos.

4.3.3. Genes de interesse - Nove marcadores SNPs para os genes AelIMUC1
(Mucin-like protein), apolLp-1l (Apolipophorin II), Ef-2 (Elongation factor), Na/K
(Sodium/potassium channel), PGK (Phosphoglycerate kinase), CYP9J2 (Cytocrome P450),
Chym (Chymotripsin), FerH (Ferritin), TSF (Transferrin) foram previamente selecionados,
para o estudo populacional do Ae. aegypti no Brasil (Paduan & Ribolla, 2009). Estes genes
foram escolhidos por se mostrarem polimdrficos neste estudo realizado no Brasil e por
estarem situados em diferentes regides dos trés cromossomos do Ae. aegypti (Figura 1), o
que minimiza o efeito de desequilibrio de ligacdo; além de se mostrarem envolvidos em
processos importantes como: digestdo, resisténcia a inseticidas, susceptibilidade a

patdgenos, reposta imune, etc.
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Figura 1. Localizacdo cromossdmica dos genes selecionados para o estudo de genotipagem

por SNPs do mosquito A. aegpti. Fonte: Severson et al., (2002).
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A partir destes marcadores de SNPs foram construidos oligonucleotideos e sondas
TagMan® (Assay-by-Design 40x) pela Applied Biosystems. Essas sondas possuem dois
diferenciais: na extremidade 3’ possue o “quencher” que ndo apresenta qualquer
fluorescéncia e uma molécula propria. Isto permite, respectivamente, uma medida mais
precisa da contribui¢ao do fluoroforo da extremidade 5° e uma ligagdo mais forte da sonda
a cadeia complementar, aumentando, deste modo, a respectiva temperatura de melting
(Tm).

4.3.4. Montagem das placas — Foram selecionadas 46 individuos obtidos pelas
coletas dos anos 2005, 2006, 2007 e 2009 para amostragem. Esses foram esquematizados
em duas placas de 96 pogos de 200 ul, contendo portanto, individuos de duas coletas (uma
placa incluiu amostras de 2005 e 2006 e outra amostras de 2007 e 2009), segundo numero e
codigo de identificagdo; mais quatro pogos restantes deixados para trés controles positivos e
um negativo, como exemplificado na figura 4. Os controles positivos sdo amostras cujo
genoétipo € conhecido (um homozigoto para cada alelo e um heterozigoto), € o negativo
contem o conjunto de reagentes sem DNA. As amostras de 2010 serdo colocadas em uma

unica placa ap6s o término da coleta de novembro deste ano.

Placa de amostras
abril, junho e novembro de 2005; fevereiro e novembro de 2006.

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11: 12
A 37Tm1A 38f1A 44f1A 44m1A | 53f1A 53m1A 54f1A 54m1A 60f1A | 60m1A | 80f1A 83f1A
B 83m1A 86f1A 86m1A | 87m1A | 91f1A 91m1A 94f1A | 94m1A | 114f1A 2f2A 2m2A 3f2A
C 3m2A 10f2A 10m2A 16f2A 16m2A 46f2A | 46m2A 78f2A | 78m2A 9212A 92m2A 5m3A
D 17f3A 17m3A | 25f3A 90f3A 90m3A 99f3A | 99m3A | 102f3A | 110f3A | 110m3A 1f1B 6m1B
Controle
E 13m1B 14f1B 14m1B | 17m1B | 20m1B 23f1B 25f1B 25m1B 26f1B 28f1B 28m1B positivo
Controle
F 29m1B 31f1B 33m1B 36f1B 39f1B 39m1iB 41f1B 42m1B | 44m1B 45f1B 45m1B PRyt
Controle
G 52m1B 65f1B 66f1B 67f1B 67m1B 81f1B 85f1B 91f1B | 91m1B | 92m1B | 93m1B S
H 94f1B 95f1B 95m1B 96f1B 96m1B | 100m1B | 109f1B | 109m1B | 30f2B 30m2B | 105m2B No

Figura 4. O primeiro nimero que pode ser de 1 a 120, se refere ao quadrante de onde a palheta foi
originada. As letras f e m, representam se o individuo fémea ou macho, respectivamente. 1A — abril de
2005; 2A — junho de 2005; 3A — novembro de 2005. 1B — fevereiro de 2006; 2B — novembro de 2006.
4.3.5. Reacdo TagMan® - O DNA de cada mosquito individual foi submetido a
amplificagdo pela PCR em tempo real através da plataforma StepOnePlus™ v. 2.1 (Applied

Biosystems) utilizando-se placas Opticas de 96 pocos e sistema TagMan® para a
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discriminacao alélica. As reacdes da PCR foram preparadas em um robd Corbett Robotics
(Corbett Life Science), utilizando o conjunto de reagentes 2x QuantiFast Probe PCR Master
Mix (Qiagen) contendo: HotStartTaq Plus DNA polimerase, QuantiFast Probe PCR
Buffer, desoxinucleotideo trifosfato (ANTPs), fluoroforo de referéncia passiva (ROX), de
acordo com instrug¢des do fabricante. O protocolo de reagao utilizou 5 pLL de 2x QuantiFast
Probe PCR Master Mix, 0,5 uL. do Assay-by-Design 20x, conjunto de oligonucleotideos e
sondas marcadas com dois fluordforos distintos - VIC™ e FAM™, especificos para cada
alelo (Applied Biosystems), aproximadamente 30 ng/uLL de DNA genomico ¢ H,O q.s.p.,
sendo 10 puL o volume final.

As condig¢des iniciais de amplificagdo foram 3 min a 95°C (ativagdo Taq DNA
polimerase) seguidos de 40 ciclos a 92°C por 3 s (desnaturacdo), 60°C por 30 s
(anelamento/extensdo). O aumento da fluorescéncia VIC™ ¢ FAM™ foi monitorado em
tempo real pela aquisi¢ao de cada ciclo no canal amarelo (excitagdo em 530nm e emissao
em 555nm) e no canal verde (excitacdo em 470nm e emissdo em 510nm) da plataforma
StepOnePlus™ v. 2.1 (Applied Biosystems) respectivamente. A determinagdo dos alelos
foi efetuada através do respectivo software, tendo-se obtido uma razao entre a fluorescéncia
dos fluoréforos VIC™ ¢ FAM™, sendo que cada um deles corresponde a um tunico alelo

em cada ensaio.

4.4. Analises da estrutura genética populacional — SNP

4.4.1. Obtengdo dos dados — Os SNPs dos locus de cada mosquito foram
identificados automaticamente pelo software da plataforma StepOnePlus™ v.2.1 (Applied
Biosystems), o qual exporta planilhas com as dados genotipicos diploides em formato
Excel. Com auxilio do software Convert (Glaubitz, 2004), que converte 0s arquivos para
utilizacao de softwares como Arlequin v.3.1 (Excoffier et al., 2005) ¢ Structure v.2.3.3
(Pritchard et al., 2000).

4.4.2. Frequéncias aléelicas — As frequéncias alélicas foram calculadas através do

software Arlequin v.3.1. Este caulculo pode ser obtido somando-se o nimero de individuos
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homozigotos para um determinado alelo mais duas vezes o numero de individuos
heterzigotos, e dividindo-se o resultado pelo dobro do numero total de individuos. De
acordo com a equacao:
F(p) = (p+ 2pq)/2N
Onde:
F(p): frequéncia do alelo p;
p: numero de individuos homozigotoso do alelo p;
pq: numero de individuos heterozigotos;

n: numero de individuos na amostra.

A avaliagdo da frequéncia de um alelo particular em uma populagdo, chamada
frequéncia génica ou alélica, ¢ considerada fundamental nos estudos evolutivos. Uma vez
que a mudanga genética de uma populacdo pode ser avaliada pela mudanca nas suas
frequéncias génicas (Nei, 1978). As frequéncias alélicas e genotipicas serdo obtidas por
contagem direta através do pacote de programa Arlequin 3.0 (Excoffier, 2005). Este calculo
¢ resultado da soma do niimero de individuos heterozigotos para um determinado alelo com
duas vezes o numero de individuos homozigotos, e divisdo do resultado pelo dobro do
numero total de individuos. O conhecimento da frequéncia de heterozigotos apresenta
importancia, uma vez que heterozigoto carrega diferentes alelos, demonstrando a

existéncia de variagdo genética na populacdo (Weir, 1996).

4.4.3. Equilibrio de Hardy- Weinberg - A diversidade génica ¢ a medida que
indica a heterozigosidade esperada para um dado locus sob equilibrio de Hardy- Weinberg.
Consiste na propor¢ao esperada de individuos heterozigotos para as frequéncias alélicas
observadas. A verificagdo do equilibrio de Hardy- Weinberg (HW), calculada utilizando o
programa Arlequin 3.0, que aplica o0 método de Guo & Thompson (1992), serd feita pela
comparacdo da frequéncia observada dos gendtipos com a frequéncia esperada em
equilibrio. O Fis (coefiente de endogamia) sera utilizado para estimar a redu¢do minima em
heterozigosidade de um individuo devido ao cruzamento aleatério, dentro da populagdo,
sendo calculado para testar as propor¢des do equilibrio de HW entre os gendtipos obtidos,

de acordo com a equacao:
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Fis= 1-(heterozigosidade observada/ heterozigosidade esperada)
onde:
Se existe um excesso de heterozigotos, entdo Fis< 0;
Se existe um excesso de homozigotos, entao Fis> 0;
O Teste do qui-quadrado foi utilizado para testar a hipdtese nula, onde Fis= 0.
O principio de HW que as frequéncias géncias e genotipicas de um tnico locus estardo
fixadas e em equilibiro numa popula¢do numerosa, que ndo estd em processo evolutivo

franco, € apos uma geracao de acasalamento randomico.

4.4.4. Andlise de estrutura genética populacional - As analises da estrutura
populacional serdo calculadas empregando a andlise de variancia molecular (AMOVA),
conforme descrito por Excoffier et al., (1992). O programa Arlequin 3.0, método estatistico
que se baseia na geracdo de estimativas da varidncia genética em diferentes niveis
hierarquicos, ou seja, permite verificar o grau de significAncia genética inter e
intrapopulacional. Os valores de estatistica F, que indicam o grau de subdivisdo geografica,
também calculados pelo programa Arlequin 3.0.

Os parametros estatisticos foram calculados de acordo com Weir & Cockerham
(1984). O Fsr (indice de fixacdo) ¢ utilizado para estimar a extensdo da diferenciacdo
genética entre as subpopulacdes (agrupamentos). O indice Fst entre pares de populacdes
(pairwise Fst) também foi calculado, e pode ser utilizado como uma estimativa da distancia
genética entre elas. Todos os valores foram verificados através de testes ndo paramétricos
de permutacao (Excoffier et al., 1992). O valor de P igual a 0,05 foi adotado como limiar de

significancia para todos os testes estatisticos realizados.

4.4.5. Estruturacdo populacional - O programa Structure 2.0 (Pritchard et al.,
2000) serd utilizado na analise de estruturacdo de populagdes com base em dados de
genotipagem multi-locus. A utilizacdo deste teste possibilita a constru¢do de clusters
genéticos, e estima a fracdo do genotipo de cada individuo que pertence a cada cluster, na
auséncia de qualquer informagao prévia sobre a estrutura da populagdo. A andlise se baseia
na combinacdo de todos os genotipos individuais multilocus e calcula a probabilidade de

um numero pré- determinado de clusters (k), assumindo que misturas (hibridos) podem
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existir (ex. nao se assume o isolamento genético). Aseguir, obtém-se o valor mais provavel
de k convertidos para um grafico com a probabilidade do ancestral de cada cluster para
cada individuo. Este programa tem sido aplicado com sucesso em estudos de estrutura

populacional de mosquitos da espécie Anopheles gambiae (Moreno et al. 2007) e Culex
(Fonseca et al., 2004).
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5. Resultados

21



5. Resultados

5.1. Coleta de Ae. aegypti

Foram feitas contagens das palhetas positivas e da quantidade de ovos nelas
contidos. Observamos uma notavel oscilacdo desses duas medidas entre as coletas, niveis

maiores nos periodos quentes/chuvosos e menores nos periodos frios/secos (Figura 4).

80 1
60 o
40 A

20 o

0

Abr05 Jun05 Nov05 Fev06 Out06 Mar07 Ago07 Ago0S Nov09 Fevl0 Mail0 Setl0 Nov10
Figura 4. Indice de positividade de palhetas em cada més de coleta.

5.2. Estudo genético populacional por SNPs

5.2.1. Reacdo TagMan® - Caracterizagdo de SNPs - Todas as reagdes incluiram
controles positivos, amostras sequenciadas com genotipo conhecido: homozigoto VIC™,
homozigoto FAM™ e heterozigoto VIC™/FAM™ além do controle negativo, de acordo
com o protocolo do fabricante. Ap6s a amplificagdo, a analise pelo software da plataforma
StepOnePlus™ v. 2.1 (Applied Biosystems), gerou um grafico com a discriminagdo alélica

(Figura 5).
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Figura 5. Exemplo de grafico da
discriminacao alélica de ensaio TagMan®,
para o polimorfismo do gene apolLp-Il das
coletas de 2007 e 2009. Os alelos C/C, cor
azul, sdo homozigotos para FAM™; alelos
A/A, cor vermelha, sdo homozigotos para
VIC™; alelos A/C, cor  verde,
heterozigotos VIC™/FAM™ e cor preta, o
controle negativo.

Apbs as leituras finais de cada reagdo, foram geradas automaticamente tabelas pelo

software StepOne v.2.1 (Applied Biosystems) (Figura 6). Essas tabelas foram utilizadas

para constru¢@o de planilhas de discriminag@o alélica em formato Excel (Figura 7 e 8), as

quais posteriormente foram analisadas por softwares especificos.

Figura 6. Exemplo de tabela gerada pelo software apds a genotipagem; mostra a genotipagem dos Ae.
aegypti da coleta de 2007 para o gene apolL-II. A tabela inclui, entre outras informagdes, a identificag¢do de
cada amostras, qualidade da analise (%), ¢ discriminagdo dos alelos.
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C:\Documents and Settings\lvany\Desktop\MEL\PLACA2 APOL eds
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Allele1 AR Allele2 AR Pass.Ref = Quality(%) Call
4.688274 3,898959 4169995 9904856916  Homozygous AJA
447665 3714861 5137.733 997746429 Homozygous A/A
1427068 7336213 5472688 99,9697876 Homozygous C/C
3.101807 5,852322 5340406 99.9015045 Heterozygous A/C
1,536796 7.422904 6236,012 99.6566238 Homozygous C/C
1465703 7446147 6266462 998970642 Homozygous C/C
3.158071 6,071192 5059.033 99.8401642 Heterozygous A/C
4299138 3456225 5689475 99.9478455 Homozygous AJA
3.051648 5.830601 551948 99.9697342 Heterozygous A/C
3.220574 5905694 5376.691 99.5580444 Heterozygous A/C
3.350773 6.467581 4745546 98.9479752 Heterozygous A/C
311247 5944543 5374 655 99,9268036 Heterozygous AJC
4611719 3947378 5171467 992113495  Homozygous A/A
4.302132 3,616915 5098,144 999819946 Homozygous AJA
3,09553 5,992913 5499,805 99,9512939  Heterozygous A/C
2,895079 5207514 5702,321 98.8937225 Heterozygous A/C
4.203235 3442683 5825,603 999538956 Homozygous AJA
4262922 3499911 5751,027 999919052 Homozygous AJA
4298437 3589842 5427088 99.9928436 Homozygous AJA
4137166 345248 5769295 99.9000397 Homozygous A/A
2,940482 5581349 5311,321 99.8035355  Heterozygous A/C
3.183252 6316086 4967.843 995759811 Heterozygous A/C
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Figura 7. Exemplo de a planilha em formato Excel, apresenta a discriminag@o alélica para os nove genes
analisados de alguns mosquitos da coleta de 2007. As letras A, T, C e G sdo os alelos presentes em cada

resultado

individuo e seu respectivo gene, o sinal de interrogacdo (?) representa amostras com
indeterminado.
Sondas | EF2 | EF2 | MUC | MUC | NAK | NAK |APOL APOL | FERR | FERR |CHYMCHYM| P450 |P450 | PGK | PGK | TSF | TSF
VIC/FAM | AJG | A/G | G/A | G/a | A/T | A/T | AJC | A/C | A/G | A/G | A/G | A/G | A/G | A/G | A/G | AfG | C/6 | ¢/G
8f1C T T G ¢ | &
8m1C G | G G G G G |G | &
1o0fica | 6 | & G G G
10mica | G | G G G G | G
10f1C c |6 |a c | |c|sa G ¢ | &
omic | G | G G |G |G G | G
15f1C G | G T G G c |6 | @
i5mic | G |6 | @ T G | G G G
16f1C ¢ | @& T G G G ¢ | &
6mic | G | G G| |G |G G
17f1C G | G T G G ¢ | &
17mic | G | & T G G | G
19f1C G G G G G G
19m1C G |G |G T G | G G G G
20fiCa G G G G c | &
20m1ca G G c | |2 G
20f1C G G G G
20m1cC G G | & G G G | &
22f1C G c |G c | &
22mic | G | G T G | & G G c |6 | @

Figura 8. Planilha que exemplifica a mesma discriminacdo alélica da figura 7, porém as letras foram
substituidas por numeros (A=1; C=2; G=3 e T=4).
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5.3. Analise da estrutura genética populacional

5.3.1. Frequéncias Alélicas - Apos calcularmos as frequéncias alélicas e
formulacdo dos histogramas, observamos que as frequéncias para os alelos de cada locus

ndo variaram entre as coletas (Figura 9).
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Figura 9. Histogramas das freqiiéncias alélicas dos nove SNPs estimados para 46 individuos nas coletas de
2005, 2006, 2007 e 2009; e 92 individuos da coletas de 2010. O eixo Y indica a freqiiéncia alélica e o eixo
X ano de coleta.

5.3.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg - Os nove loci analisados nas amostras nao

apresentaram desvio significante (P>0.05) entre as heterozigosidades observada (HO) e

esperada (HE) (Figura 10).
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Figura 10. As tabelas apresentam a heterozigosidade observada e heterozigosidade esperada, para a quantidade
de individuos analisados em cada ano, considerando os nove SNPs de genes nucleares de A. aegypti.

Botucatu 2005 Botucatu 2006 Botucatu 2007
Locus N Ho He P-valor Locus N Ho He P-valor Locus N Ho He P-valor
Ef-2 45 0,22 0,32 0,05 Ef-2 45 0,38 0,41 0,713 Ef-2 46 0,35 0,39 0,463
MUCI 43 0,37 0,43 0,47 MUCI 45 0,42 0,50 0,369 MuUCcl 45 0,40 0,37 1,000
Nak 44 0,36 0,36 1,00 Nak 45 0,42 0,38 0,699 Nak 46 0,39 0,41 0,730
apolL-Il 44 0,55 0,49 0,54 apolL-ll 45 0,49 0,50 1,000 apolL-l 46 0,39 0,50 0,147
FerH 44 0,50 0,45 0,74 FerH 45 0,49 0,40 0,140 FerH 46 0,50 0,48 0,765
Chym 44 0,48 051 0,77 Chym 45 0,51 0,50 1,000 Chym 46 0,59 0,50 0,250
CYP9J2-1 44 0,45 0,51 0,55 CYP9J2-1 45 0,62 0,51 0,143 CYP9J2-1 46 0,50 0,45 0,523
PGK 46 0,33 0,36 0,67 PGK 45 0,20 0,22 0,500 PGK 45 0,38 0,38 1,000
TSF 43 0,56 0,48 0,35 TSF 46 0,41 0,45 0,740  TSF 46 0,28 0,38 0,111
Botucatu 2009 Botucatu 2010
Locus N Ho He P-valor Locus N Ho He P-valor
Ef-2 46 0,30 0,37 0,245  Ef-2 91 0,35 0,32 0,507
MUCI 45 0,38 0,46 0,321 MUCl 90 0,47 0,48 0,826
Nak 46 0,30 0,34 0,415  NaK 90 0,33 0,40 0,115
apolL-ll 46 0,50 0,50 1,000  apollL-Il 90 0,43 0,50 0,210
FerH 46 0,37 0,42 0,482 FerH 90 0,42 0,41 1,000 Legenda.
Chym 45 0,56 0,49 0,534  Chym 90 0,44 0,50 0,392 N= numeros de individuos analisados;
CYP9J2-1 46 0,46 0,50 0,765  CYP9J2-1 90 0,62 0,50 0,033 Ho= heterozigosidade observada;
PGK 39 0,36 0,33 1,000  PGK 91 0,36 0,35 1,000 He= heterozigosidade esperada;
TSF 46 0,43 0,44 1,000  TSF 90 0,48 0,46 0,821 P-valor= significincia dos testes.

5.3.3. Anédlise de estrutura genética populacional - Os resultados da analise de
variancia molecular (AMOVA), utilizando dados dos nove loci polimérficos, revelaram
0,28% de diversidade genética entre as coletas. O valor de Fst (0,0028, p=0,763) mostrou
semelhangca entre as coletas dos anos, além disso o valor de p esta acima do nivel de
significancia de 0,05. Pela analise entre pares de coletas (pairwise Fst), as de 2006 ¢ 2007
apresentam a maior variagao, Fst = 0.01716, p= 0,009. O coefiente de endogamia, Fis (-

0,0067, p=0,608) também nao apresentou valor significativo.

5.3.4. Estruturagdo populacional - O software Structure 2.3.1 (Pritchard et al.,
2000) foi usado para identificar as provaveis composig¢des genéticas das coletas de Ae.
aegypti. A analise Bayesiana foi realizada para avaliar niveis de relagdo entre populagdes e
a ocorréncia de fluxo génico entre elas. Tal analise com base no agrupamento dos nove
SNPs genotipados, revelou a presenca de trés composigdes genéticas, ou seja, k=3 (Figura
11). As freqiiéncias dos clusters ndo apresentaram variagdo entre as amostras dos anos

(Figura 12).
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Figura 11. Resultado da analise Bayesiana, considerando freqiiéncias alélicas correlacionadas.
Cada um dos 276 individuos incluidos na analise é representado por uma linha vertical, dividida
em até trés cores, cluster vermelho, verde ¢ azul. As cores indicam os clusters baseado em
semelhancas genotipicas, além de representar a probabilidade de o individuo pertencer a um dos

clusters.
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Figura 12. Frequéncia dos
clusters nas populagdes das
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A andlise Bayesiana também fornece informacdo sobre a heterogeneidade das

populagdes através dos graficos dos clusters formados em fungdo da composicdo genética

(Figura 13). Através de tal grafico, ¢ possivel verificar que a populagdo as coletas

apresentam-se agrupadas.

All others

Clustar [ Clustar 2

Figura 13. Grafico de agrupamento das populagdes em
fungdo das composicdes genéticas. Neste caso cada
individuo € representado por um ponto colorido; cor
vermelha representa a coleta de 2005; cor verde a coleta
de 2006; cor azul a coleta de 2007; cor amarela a coleta
de 2009 e a cor rosa a coleta de 2010.
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6. Discussao

A vigilancia das populagoes de Ae. aegypti por ovitrampas ¢ o método mais comum
de amostragem para monitoramento (Service, 1992), ¢ mais eficaz e mais sensivel em
comparagdo com as pesquisas convencionais de larvas, especialmente quando as taxas de
infestacdo sdo muito baixas (Focks, 2003). Pesquisas ecologicas de Ae. aegypti na cidade
de Ho Chi Minh sugerem que a densidade vetorial exibe variacdo sazonal (Huber et al,
2000). Porém, a variagdo na densidade populacional pode ser aparente, pois os diferentes
métodos se limitam em observar apenas uma das formas de vida do mosquito.

Os resultados obtidos neste e em outros estudos sugerem que a dinamica
populacional do vetor exibe variacdo sazonal (Huber et al, 2000; Vezzani, 2004). A
associa¢do positiva entre precipitagdo e abundancia de Ae. aegypti alados foi demonstrada
em estudos realizados no Brasil e na Argentina (Vezzani et al., 2004; Dibo et al 2008).
Além disso, variaveis meteorologicas, como umidade relativa e temperatura também
revelaram correlacdo importante com indices de larvas e pupas (Favier et al., 2006). Essas
relagdes positivas entre a precipitacao, temperatura ¢ umidade, com a abundancia dos
vetores da dengue sdo compreensiveis. As chuvas afetam o padrdo de reproducdo do
mosquito, pois os recipientes ficam cheios de agua (Moore et al., 1978), a temperatura alta
acelera o crescimento das larvas atingindo mais rapidamente a fase adulta (Tun-Lin et al.
2000) e umidade alta melhora a sobrevivéncia do mosquito adulto, facilitando a
alimenta¢do em humanos, dispersao e postura de ovos (Hales et al. 2002). Porém, cada uma
dessas trés variaveis pode ter um impacto diferente nas populagdes de Ae. aegypti, pois
depende da ecologia local (Azil, 2010).

A dinamica populacional consiste no crescimento da densidade do vetor no inicio
do periodo chuvoso, aumentando o tamanho populacional gradualmente até atingir um
pico; e no periodo seco, ha uma grande reducao (Huber, 2002). Essas redugdes sdao seguidas
por recolonizacdo na estacdo chuvosa seguinte, que de acordo com Huber (2002) sdo feitas
pelas populagdes residuais e/ou por novas introdugdes. Nosso estudo corrobora essa
hipdtese, ao considerarmos somente os dados das coletas temporais, pois nossos dados

genéticos sugerem outra possibilidade.

30



A diminuicao da densidade de mosquitos devido a influéncia da variagdo sazonal e,
como observado por Lerdthusnee e Chareonviriyaphap (1999), ao tratamento inseticida
reduzem a variabilidade genética de populagdes. Além disso, as novas introdugdes do vetor
desempenham papel fundamental na mudanga na composicao alélica. No entanto, os
resultados da analise genética temporal deste estudo ndo apresentaram as variagdes
genéticas. As frequéncias alélicas foram invariaveis ao longo dos anos, a variacdo entre as
coletas foi de 0,28% (p= 0,763) e a composi¢do da estrutura populacional foi constante.
Com estes resultados ¢ possivel concluir a possibilidade da manutencdo da mesma
populagdo, sem alteragao no tamanho populacional.

A aparente variagdo na densidade populacional estaria ocorrendo pela modificacao
na prevaléncia das formas de vida do Ae. aegypti nas estagdes. Prevaléncia de Ae. aegypti
adultos nos meses quentes e chuvosos, ¢ possivelmente um estoque de ovos mantém o
tamanho populacional nos meses frios ¢ secos. Essa dindmica nao ¢ notada, pois os
diferentes métodos de coleta se limitam a observar uma das formas de vida do mosquito,
principalmente adultos e larvas, e os ovos ndo sdo diretamente computados. Portanto, para
obter o tamanho populacional efetivo ¢ necessario correlacionar os dados das metodologias

de coletas, além de levar em consideracao os possiveis estoques de ovos.
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7. Conclusées
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7. Conclustes

Apesar da aparente variacao na densidade dos adultos resultante das coletas entre os
periodos quentes e chuvosos e, frios e secos, observamos que o tamanho populacional nao
varia. H4 uma mudanca na prevaléncia da forma de vida da espécie entre os periodos:
adultos nos meses quentes e chuvosos e, possivelmente ovos nos frios e secos. Isto implica
em estratégias de controle diferentes para cada periodo, focando o combate na forma de
vida mais prevalente do periodo. Além disso, a estimativa do tamanho populacional nao
deve considerar somente adultos alados, mas correlacionar as metodologias de coletas

envolvendo todas as outras formas de vida do mosquito encontradas.
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