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RESUMO E ABSTRACT




RESUMO

Aedes aegypti ¢ considerado o principal vetor de arboviroses que acomentem os seres
humanos. Até o momento a unica medida disponivel para erradicacdo da dengue, ¢ o
controle do vetor, Ae. aegypti. O conhecimento aprofundado sobre a estruturagdo genética e
dindmica populacional dessa espécie em diferentes ambientes ¢ crucial, uma vez que
populagdes geneticamente diferentes podem apresentar diferencas quanto a capacidade e
competéncia vetorial. O Brasil possui regides com diferentes caracteristicas climaticas e
geograficas, assim o conhecimento detalhado sobre populacdes de mosquitos que colonizam
diferentes habitats, ¢ pertinente. Este trabalho avaliou a estrutura populacional de mosquitos
Ae. aegypti provenientes de cinco cidades do Brasil (i.e., Belo Horizonte, Botucatu, Campo
Grande, Maringd e Rondonopolis) utilizando marcadores microssatélites. Ainda, empregou-
se esses marcadores para investigar a dindmica de oviposi¢do e consequente dispersao de
mosquitos Ae. aegypti em Botucatu. Em macro-analises populacionais, utilizando DAPC,
observamos agrupamento entre individuos de mesma localidade e estruturagdo populacional
para mosquitos de Belo Horizonte. Andlises de micro-estruturagdo populacional
identificaram seis sub-populacdes de mosquitos Ae. aegypti entre as seis sub-regides de Belo
Horizonte, ainda foram sugeridas estruturacdo populacional intermediaria para mosquitos
das sub-regides de Campo Grande e falta de estruturacdo genética entre mosquitos das sub-
regides de Botucatu. Com esses resultados acreditamos que estruturacdo genética ocorra em
correlagio com o tamanho da cidade - localidades maiores parecem proporcionar
estruturagdo genética para populacdes de mosquitos Ae. aegypti. Analises de PCA em
ovitrampas da cidade de Botucatu apontaram organizagdo populacional de Ae. aegypti em
familias. Analises de Pedigree e coeficiente de inbreeding, indicaram que de 30 mosquitos
analisados da mesma ovitrampa, apenas 4 pareceram manter relagdes restritas de parentesco.
Estes resultados sugerem que fémeas de Ae. aegypti copulam com mosquitos que estdo mais
proximos geograficamente e dispersam seus ovos em diferentes criadouros, auxiliando
assim, a manutencdo e disseminacdo de mosquitos e, consequentemente de agentes
etiologicos por eles veiculados. Os resultados obtidos na presente pesquisa auxiliardo no
entendimento da dispersdo de mosquitos Ae. aegypti, bem como no desenvolvimento de
estratégias direcionadas para reducdao destes vetores, visando diminuir a transmissdo da

Dengue, e auxiliar na solugdo da problematica que o pais enfrenta com epidemias da doenga.

Palavras-chave: de. aegypti, microssatélites, macro-micro andlise, dispersao.



ABSTRACT

Aedes aegypti is considered the main vector of arboviruses affecting humans.
Nowadays, the only feasible measure to eradicate the dengue fever depends exclusively of
vector control. The deep knowledge about the structure and dynamics of Ae. aegypti
population in distinct environments is critical, since genetically different populations may
present differences related to vector competence and capacity. Brazil has regions with
different climatic and geographic characteristics, therefore, detailed knowledge about
mosquito population that colonizes different habitats is extremely important. The present
study evaluated the population structure of Ae. aegypti mosquitoes in five different
Brazilian cities (i.e., Belo Horizonte, Botucatu, Campo Grande, Maringd and
Rondonopolis) using a microsatellite markers. Those markers were also used to evaluate
the oviposition dynamic and the consequences of Ae. aegypti mosquitoes dispersion, of the
city of Botucatu. Population macro-analysis, using DAPC evidenced, genetic clusters
among individuals of the same locality, and population structure in mosquitoes of Belo
Horizonte. Population microstructure analysis identified six sub-populations of Ae. aegypti
mosquitoes among six sub-regions of Belo Horizonte. In addition, the microstructure
analysis suggested intermediate population structure in the sub-regions of Campo Grande,
and lack of genetic structure among mosquitoes from the sub-regions of Botucatu.
Therefore, these results indicate that genetic organization occurs in correlation with city
size — where large towns seem to provide genetic structure to the populations of Ae.
aegypti. PCA analysis of ovitraps obtained in Botucatu indicated population organization
of Ae. aegypti mosquitoes in families. Pedigree analysis and inbreeding coefficient
indicated that only for out of 30 mosquitoes analyzed in the same ovitrap, keep restricted
familial relationships. These results suggest that Ae. aegypti females mates with
mosquitoes geographically close, and scatter their eggs in different breeding sites,
supporting the maintenance and dissemination of mosquitoes and, consequently the
etiologic agents conveyed by them. The results of the present study assist in the
understanding of Ae. aegipty mosquitoes dispersion. Also our study may facilitate the
development of strategies for mosquito incidence reduction and dengue transmission

reduction, helping solve the disease outbreaks that affects Brazil.

Key words: Aedes aegypti, microsatellite, macro-micro population analysis, dispersion.
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I. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Mosquitos Aedes aegytpi (Linnaeus, 1762) — Conceitos iniciais.

Mosquitos pertencentes a ordem Diptera e familia Culicidae, sdo divididos em trés
subfamilias: Culicinae, Anophelinae ¢ Toxoryhnchitinae (Knight & Stone, 1977). Algumas
espécies pertencentes a subfamilia Culicinae atuam como vetores de importantes doencas
relacionadas ao homem (Forattini, 2002).

Dentre os mosquitos da subfamilia Culicinae destaca-se o mosquito Aedes aegypti,
essa espécie ¢ considerada importante para a saude publica mundial, j& que ¢ capaz de
transmitir diferentes virus aos seres humanos (Gubler, 2002).

Ae. aegypti oficialmente conhecido como o "mosquito da Febre Amarela" ¢ talvez
um dos mosquitos mais estudado e geneticamente caracterizado dentro desta familia
(Failloux et al., 2002). Nos dias atuais ¢ incriminado como principal vetor de virus como
Dengue, Febre Amarela e Febre Chikungunya (Gubler, 2002; Charrel et al., 2007).

Morfologicamente, Ae. aegypti ¢ de pequeno a médio porte, com cerca de 4-7
milimetros de comprimento (Figura 1. A-B). Os adultos desta espécie possuem escamas
brancas na superficie dorsal superior do térax, que formam a figura de um violino ou lira.
Cada segmento tarsal das pernas traseiras possui bandas basais brancas, formando listras. O

abdomen ¢ geralmente marrom escuro com escamas brancas (Carpenter & Lacasse 1955).

Figura 1. Aedes aegypti. A) Aedes aegypti macho (Foto: Marcos Teixeira de Freitas, Flickr); B)
Aedes aegypti fémea (Foto: Centers for Disease Control and Prevention — CDC).
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As fémeas Ae. aegypti sao geralmente maiores que os machos e distinguem-se por
possuirem pequenos palpos com escamas brancas. Ainda, machos t€ém antenas plumosas
(Figura 1. A), enquanto que as fémeas possuem cerdas, mas estas sao mais esparsas (Figura
1. B). O aparelho bucal masculino ¢ adaptado para a alimentacao nectifera, enquanto que o
feminino ¢ modificado para a alimentagdo sanguinea (Cutwa-Francis & O'Meara 2007).

Mosquitos Aedes aegypti t€m o ciclo de vida dividido em quatro fases (Nelson, 1986;

Honoério, 1999):

1? Fase: Ovo

Fase inicial do mosquito, de formato
alongado e fusiforme, inicialmente os ovos
sdo brancos e posteriormente escurecem
quando em contato com o oxigénio,
presente no meio ambiente. Medem
aproximadamente 0,4mm de comprimento e
sao depositados pela fémea na parede
criadouros,

interna  dos geralmente

proximos a superficie da 4gua. Em
condigdes favoraveis de temperatura e
umidade, a eclosdo ocorre entre dois e trés
dias apos a postura. Podem resistir a longos
periodos de dessecacao (até 450 dias). Em
média, cada fémea pode colocar de 100 a
200 ovos por oviposi¢do, e realizar até 5

posturas durante sua vida.

2% Fase: Larva
Fase essencialmente aquatica e
caracterizada por quatro estadios (L1, L2,
L3 e L4). E a fase de crescimento, pois
neste periodo as larvas alimentam-se do
material organico acumulado nas paredes
e no fundo dos criadouros. Obtém
oxigénio através do sifao, localizado na
parte posterior do corpo que fica acima da
superficie da d4gua, enquanto que o
restante do corpo permanece submerso
verticalmente. O desenvolvimento
completo pode ocorrer entre 5 a 10 dias e
¢ dependente da temperatura, mosquitos
Aedes podem permanecer na fase larval
durante meses, desde que o fornecimento
de 4gua seja suficiente para sua

manutencao.

27



3? Fase: Pupa

Fase essencialmente aquatica. Pupas de
mosquitos, diferentemente de outros
insetos holometabolos, sdo moveis €
respondem a estimulos. Essas nao se
alimentam durante o periodo pupal que
ocorre em média de 2 a 3 dias. Na
transicdo de pupa para adulto ocorrem
transformagdes que levam a formacao do
adulto e a mudanca do habito aquatico
pelo terrestre. Essa modificagdo ocorre
através da ingestdo de ar, que faz com que
o abdomen se estenda e rompa a caixa
pupal, emergindo primeiramente a cabeca
do inseto adulto. Geralmente os machos
se desenvolvem primeiro do que as

fémeas.

4? Fase: Adulto

Representa a fase reprodutiva do inseto, e
onde ocorre a dispersdo da espécie. Os
adultos vivem em média 45 dias e
completam o ciclo de ovo-adulto em um
curto espaco de tempo, geralmente entre
10 e 15 dias. O desenvolvimento completo
de mosquitos Adedes aegypti  esta
diretamente relacionado a temperatura,
disponibilidade de alimento e densidade
populacional do criadouro, ja que durante

o estadio larval pode ocorrer competi¢ao

entre as larvas por alimento dentro do

criadouro.

Figura 2. Imagens - Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Adaptado de: Centers for
Disease Control - CDC. http://www.cdc.gov/Dengue/entomologyEcology/m_lifecycle.html; e
http://’www.riocontradengue.com.br/Site/Conteudo/Porque.aspx.

Tanto o macho quanto a fémea de mosquitos Aedes aegypti se alimentam de

substancias que contém agucar (néctar e seiva de plantas), todavia as fémeas necessitam de
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sangue em sua dieta alimentar. Estas possuem habito alimentar crepuscular, realizando a
hematofagia nas primeiras horas da manha até as ultimas da tarde, entretanto, devido a
disponibilidade de alimento podem também se alimentar de sangue durante a noite
(Fundagao Oswaldo Cruz, 2008).

Embora possam ocasionalmente se alimentar com sangue antes da copula, as fémeas
de 4. aegypti intensificam a voracidade pela hematofagia ap6s a fecundagdo, quando
precisam ingerir sangue para a maturagcdo dos ovarios e desenvolvimento completo dos
ovos. Normalmente, trés dias apds a ingestdo de sangue as fémeas ja estdo aptas para a
postura, passando entdo a procurar um local para desovar, estas podem alimentar-se mais de
uma vez entre duas oviposi¢des sucessivas, aumentando a capacidade deste vetor em
transmitir virus (Barata et al., 2001).

A espécie Ae. aegypti tem distribuicdo mundial, em geral encontrada nas regides
tropicais e subtropicais do planeta, entre as latitudes 35° Norte e 35° Sul que correspondem
a isoterma de inverno de 10°C (Bancroft, 1906). Acredita-se que mosquitos Ae. aegypti
tiveram sua origem no Continente Africano, especialmente na regido do Egito, local onde se
encontra 0 maior numero de representantes do subgénero Stegomyia e onde ocorrem as

espécies mais estreitamente relacionadas ao Ae. aegypti (Figura 3) (Mattingly, 1957).

Figura 3. Distribuicio de Aedes aegypti no mundo. Espécie encontrada em geral entre as
latitudes 35° Norte e 35° Sul do globo, area representada pelas faixas vermelhas superior e inferior
na figura. Fonte: Imagem adaptada do website: http://auladengue.ioc.fiocruz.br/
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Sao consideradas duas subespécies de Ae. aegypti, estas foram primeiramente
identificadas com base na morfologia e distribui¢do geografica, Ae. aegypti formosus de
coloracdo castanho escura habita areas silvestres do deserto do Saara, enquanto que Ae.
aegypti aegypti de coloragao castanha coloniza ambientes urbanos domésticos, e possui
distribuicdo mais abrangente, desde as planicies costeiras da Africa até as Américas, e
Sudeste da Asia e Pacifico (Tabachnick & Powell, 1979).

Acredita-se que Ae. aegypti foi introduzido nas Américas entre os séculos XV e
XVIII vindo da Africa, provavelmente devido ao intenso comércio entre estas areas (Powel
& Tabachnick, 2013). Tais hipoteses sdo levantadas por estudos que indicam mosquitos Ae.
aegypti formosus como ancestral do mosquito Ae. aegypti que existe hoje. Este ancestral
selvagem viveu na Africa Sub-Saariana e tinha hébitos parecidos com a forma atual do
mosquito domiciliado (Tabachnick, 1991).

Esta possibilidade de parentesco entre Ae. aegypti e Ae. aegypti formosus foi
sugerida devido a um processo seletivo decorrente da destrui¢do dos habitats naturais pelos
seres humano, este mosquito entdo se adaptou as areas alteradas e, posteriormente,
encontrou nos aglomerados humanos o ambiente adequado a sua sobrevivéncia, tanto para
captacao de alimento quanto recipientes para postura dos ovos. A adaptagdo aos criadouros
artificiais teria sido um grande passo em direcdo ao comportamento sinantropico
(Christophers, 1960).

A partir da Africa o mosquito adaptado (é provavel que este, anteriormente, tenha se
adaptado ao domicilio e transporte humano) se dispersou pelo mundo de forma passiva
através das rotas comerciais entre os séculos XVII e XIX. No continente Americano, por
exemplo, sua presenca esta associada ao intenso trafego de navios negreiros provenientes da
Africa Ocidental na época da colonizacdo (Forattini, 1965; Tabachnick, 1991; Powell &
Tabachnick, 2013).

Recentemente, Brown et al. (2013b) confirmaram as suposi¢des sobre a origem e
dispersao de Ae. aegypti. Fortes indicios foram atribuidos para a origem deste mosquito ter
ocorrido no Continente Africano, onde uma forma domiciliada surgiu e se espalhou por todo
o mundo tropical e subtropical devido ao comércio e movimentacdo humana. Os resultados
confirmaram ascendéncia Africana das espécies estudadas e ainda levantou-se uma
consistente hipotese de que nas rotas comerciais, humanos dispersaram Ae. aegypti
domiciliado da Africa em diregdo ao Novo Mundo, seguido de uma invasio tardia do Novo

Mundo para o Sudeste da Asia e do Pacifico.
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No Brasil Ade. aegypti esta restrito as cidades, sempre ligado ao peridomicilio e
domicilio humano. Ambos os sexos sdo encontrados em proporg¢des semelhantes dentro das
casas e peridomicilio, isso acontece apos a emergéncia dos adultos que dirigem-se e/ou
permanecem proximos as casas e ali copulam, obtém seus alimentos e desovam. Tal
dinamica reprodutiva s6 ¢ possivel devido as condi¢des domiciliares ou peridomiciliares
humanas que auxiliam a dispersdo do mosquito (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994).

A preferéncia de oviposicdo de mosquitos Aedes por criadouros artificiais e a
disponibilidade de alimentagdo de sangue humano faz com que a concentragdo populacional
advinda com a urbanizacdo e a grande oferta de recipientes artificiais sejam fatores
determinantes na crescente proliferacdo destes mosquitos nos centros urbanos. Criadouros
artificiais s@o todos os materiais abandonados, tais como pneus, latas, vasos de plantas,
caixas d‘agua, piscinas, etc, que servem como reservatorios para acumular agua (Figura 4).
Esses criadouros sdo escolhidos pelas fémeas de Aedes, pois sdo substratos umidos,

proximos a agua ou local inundavel, garantindo a eclosdo e desenvolvimento das larvas

(Gadelha & Toda, 1985; Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994).

Figura 4. Possiveis criadouros de Ae. aegypti no extradomicilio. Fotos de Campo Grande — MS,
durante a distribui¢do das ovitrampas na cidade. A coleta foi realizada em parceria com a Secretaria de
Satde e Controle de Zoonoses do Municipio e a Universidade Federal de Mato Grosso do Sul -
UFMT.
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Além dos recipientes artificiais oferecidos pelo homem, parece existir uma
correlagdo positiva entre a presenga do mosquito adulto e as condi¢des gerais das moradias.
Nogueira et al. (2005) mostraram correlagdo significativa entre a presenga de adultos de
Aedes e a condi¢do das casas sob trés aspectos:

- Condigdo geral da moradia;

- Sombreamento;

- Limpeza do quintal.

Casas onde estes trés itens se apresentavam insatisfatorios, um nimero maior de
ovitrampas com ovos de Ae. aegypti e Ae. albopictus foram positivas, quando comparadas

com casas em boas condicoes.

1.2. Aedes aegypti como vetor de doencas

Doengas transmitidas por vetores se caracterizam por ter sua causa relacionada a um
agente infeccioso que ¢ transmitido a hospedeiros vertebrados através de artropodes
sugadores de sangue. O termo "vetor" refere-se a qualquer artropode que transmite uma
doenca por meio de atividade alimentar ou mecanica (Virginia Department of Health, 2014).

Um determinado grupo de virus que possui caracteristicas de sobrevivéncia,
desenvolvimento e disseminacdo em artropodes ¢ conhecido como -arbovirus”, esta
denominacdo foi recomendada internacionalmente em 1963 para substituir a expressao
"arthropod-borne-virus", adotada anteriormente em 1942. A disseminagdao de arboviroses
ocorre através da picada de mosquitos em hospedeiros vertebrados susceptiveis a infec¢ao
(Who, 1997; Calisher, 1986).

Segundo Mitchell (1995), o mosquito ¢ considerado vetor de arboviroses se
comprovado que:

¢ O isolamento do agente infecioso foi realizado em espécimes de mosquitos
coletados diretamente da natureza;

% O mosquito se infectou apos alimentagdo de sangue de um hospedeiro na fase de
viremia ou uma suspensao de virus;

¢ O virus foi transmitido para um hospedeiro através de picadas ou encontrado virus

nas glandulas salivares do mosquito;
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A associagdo entre a espécie de mosquito estudada e a populagdo de vertebrados na
qual a infec¢do viral esteja ocorrendo for confirmada por evidéncias de campo.

Existem diversos patogenos naturais que participam do ciclo hospedeiro-vetor,
geralmente o patdégeno causa pouco ou nenhum efeito deletério sobre o vetor, no entanto
infecgdes em hospedeiros intermediarios, tais como os seres humanos podem causar altas
taxas de mortalidade para estes. Dentre as doencas desse cardcter que acometem 0s seres
humanos podemos destacar a Febre Amarela, Febre Chinkungunya e Dengue (Higgs &
Beaty, 2005).

» A Febre Amarela foi uma das doencas mais devastadoras e importantes que
acometeu paises da Africa e das Américas nos séculos XVII-XX com surtos epidémicos da
doenga que envolveram milhares de casos humanos. Até o momento nao ha tratamento
especifico para a doenga, entretanto, como medida preventiva contra a Febre Amarela temos
a vacina existente desde 1951. Esta vacina tem contribuido significativamente para a
preven¢dao e diminui¢do da disseminacdo da doengca (WHO, 2014a). Entretanto, a
preocupacdo com a reemergéncia da doenca ainda é pertinente em muitos paises, durante o
século XX a Febre Amarela ressurgiu causando grandes epidemias. Segundo a Organizagao
Mundial da Saude, entre os anos de 1988 a 2006, 26.356 novos casos de Febre Amarela
foram reportados no mundo (Tabachnick et al., 2006). Atualmente 44 paises, sendo 31
paises da Africa e 13 das Américas, incluindo o Brasil, sdo considerados endémicos para

esta arbovirose (Figura 5) (WHO, 2014a).

Paises com risco de transmissiao de Febre Amarela (200s)
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Figura 5. Mapas de incidéncia de Febre Amarela. Febre Amarela no mundo em
2008. Fonte: http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs100/en/.
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» A Febre Chikungunya (CHIK-V), compartilha alguns sinais clinicos com a
Dengue, e pode ser diagnosticado em areas onde a Dengue ¢ comum devido sua transmissao
ocorrer pelo mesmo vetor, Ae. aegypti. Nao ha cura para a doenga, por isso o tratamento ¢&
focado no alivio dos sintomas. Chikungunya ocorreu inicialmente na Africa, Asia e no
Subcontinente Indiano, entretanto nas ultimas décadas a dissemina¢dao da doenca tem se
tornado um fator preocupante (Figura 6). Em 2007, uma epidemia foi apontada no nordeste
da Italia, onde o virus foi encontrado em transmissdo autdctone (humano/mosquito —
mosquito/humano) (Staples et al., 2009). No Brasil, a Febre Chikungunya é uma doenca de
notificacdo imediata, pois ha ocorréncias de casos suspeitos e autdctones que podem indicar
um possivel surto. Segundo Boletim Epidemiolédgico liberado pela secretaria de Vigilancia
em Saude (SVS) em 2015, durante o ano de 2014 foram notificados 3.655 casos autdctones
suspeitos de Febre Chikungunya, destes, 2.773 foram confirmados por critério laboratorial
ou clinico-epidemiologico. estes numeros sdo relativamente altos quando consideramos
casos autdctones ¢ devem ser observados, j4 que mosquitos vetores competentes e
hospedeiros suscetiveis existentes em nosso territorio aumentam o risco de transmissao

endémica do CHIK-V (IOC/FIOCRUZ, 2014).

Paises com risco de transmissiao de Febre Chikungunya (2015)
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Figura 6. Mapas de incidéncia de Febre Chicungunya no mundo. Incidéncia de casos com
caracter de  transmissdo  autoctone da  doenga.  Fonte: (CDC,  2015).
http://www.cdc.gov/chikungunya/pdfs/ChikungunyaWorldMap 03-10-2015.pdf
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= A Dengue ¢ caracterizada como a doenca mais comum que ¢ transmitida por
mosquitos aos seres humanos, atualmente gera grande preocupacdo para a Saude Publica
Mundial. Em média, no mundo 2.5 bilhdes de pessoas habitam areas onde o virus da Dengue
pode ser transmitido. A distribuicao geografica de ambos, mosquitos vetores e virus levaram
ao ressurgimento mundial de epidemias da doenga e surgimento de formas mais graves da
Dengue (febre hemorragica da dengue - FHD) (WHO, 2014b). O impacto da doenga sobre a
populagdo humana ¢ notério, ndo apenas pelos sintomas causados como também pela
ocorréncia de Obitos. Os prejuizos econdmicos sdo expressivos em decorréncia de gastos
com tratamentos, hospitalizagdes, controle dos vetores e perdas com turismo (WHO, 1997).

Dada a capacidade de Ade. aegypti atuar como vetor de doengas e a comprovada
relacdo deste mosquito com casos de Dengue e Febre Chikungunya (Gubler, 2002; Charrel
et al., 2007), a preocupacao com o surgimento de epidemias € crescente, ja que as condigdes
climaticas existentes no Brasil associadas aos habitos da populagdo, favorecem a presenca

do vetor e consequentemente a circulagao dos virus.

1.3. Dengue: Conceitos da doenca

Acredita-se que o termo Dengue foi derivado da frase “ki dengu pepo”, que descreve
os ataques causados por maus espiritos e, inicialmente, era utilizado para descrever
enfermidades que acometeram ingleses durante uma epidemia que afetou a India Ocidental
em 1927-1928. Foi durante uma epidemia em Cuba que a doenca foi primeiramente
chamada de Dunga, e somente alguns anos depois, seu nome universalizado, Dengue
(Holmes et al., 1998).

O virus da Dengue ¢ pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae e sdo
conhecidos quatro sorotipos antigenicamente distintos, sendo DEN-1, DEN-2, DEN-3 e
DEN-4. A infec¢do por um dos sorotipos confere imunidade homdloga somente para este
especificamente, e teoricamente, individuos podem ser infectados pelos quatro sorotipos
(Gould & Solomon, 2008). O virus Dengue tem como hospedeiro vertebrado o homem e
outros primatas, mas somente o primeiro apresenta manifestagdes clinicas da infecgdo e
periodo de viremia de aproximadamente sete dias. Nos demais primatas a viremia ¢ baixa e

de curta duragdo (Gubler, 1998a).
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No homem a Dengue manifesta-se como uma enfermidade infecciosa aguda
caracterizada por um amplo espectro clinico, que pode se desenvolver em duas formas de
infeccdo, assintomatica ou forma hemorragica. Os casos tipicos de Dengue podem ser
agrupados em duas categorias principais (Singhi et al., 2007):

¢ Dengue classico: caracteriza-se por febre alta de inicio abrupto, cefaléia intensa,
dor retroorbitraria, dores articulares e musculares, prostragdo, podendo ocorrer alguns
fendmenos hemorragicos, porém sem maiores consequéncias;

¢ Dengue hemorragica: conhecida como sindrome de choque da Dengue e
caracterizada por quadros de febre alta, inicialmente indiferencidveis da forma cléssica,
porém entre o terceiro e o quinto dia da enfermidade, ocorrem fenomenos hemorragicos
(petequia, purpura, equimose, epistaxe, sangramento gengival, sufusdes hemorragicas,
hematemese, melena) e/ou insuficiéncia circulatéria com ou sem choque hipovolémico.

O ciclo de transmissdo da doencga inicia-se quando fémeas de mosquitos Aedes sdo
contaminadas com o virus Dengue depois de se alimentarem do sangue de um vertebrado
infectado, em periodo de viremia (fase febril). Posteriormente, ocorre o desenvolvimento do
virus no mosquito, periodo conhecido como -incubagdo extrinseca”, que geralmente ocorre
de 8 a 10 dias. Durante um novo repasto sanguineo a fémea, agora infectada, ¢ capaz de
transmitir o virus que se encontra presente em sua saliva para um novo hospedeiro
susceptivel. No organismo do hospedeiro vertebrado, o periodo de incubagdo ou
desenvolvimento do virus ¢ denominado —ncubagdo intrinseca” (Figura 7) (Singhi et al.,
2007; Gubler, 1998a).

Tém-se discutido que a infecgdo dos mosquitos com arbovirus pode ocorrer por trés
diferentes mecanismos (Gunther et al., 2007; Garcia-Rejon et al., 2008; Guedes et al., 2010;
Pessanha et al., 2011):

a) Transmissdo horizontal — durante o repasto sanguineo a fémea ingere,
juntamente com o sangue, o virus que esta presente no hospedeiro vertebrado infectado;

b) Transmissdo vertical ou transovariana (inseto — progénie) - as fémeas
infectadas transmitem o virus para sua progenie;

¢) Transmissdo venérea - os mosquitos sdo infectados durante a copula. Neste caso,
um macho infectado via transmissdo transovariana, poderad ser capaz de transmitir o virus
para uma fémea sadia. Uma vez infectada, a fémea transmitird o patdogeno para um

hospedeiro vertebrado sadio dando inicio assim, ao ciclo de transmissao da doenca.
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Figura 7. Ciclo de transmissdo da Dengue. Transmissao horizontal da doenga. Imagem

adaptada de Attp://laboratoriobiolider.com.br/dengue. html.

Secundariamente a transmissdo transovariana auxilia na propagacdo do virus
Dengue, ja que os fatores acumulados, do virus transmitido da mae infectada para os ovos,
associado ao fendmeno de diapausa destes, mantém o virus sempre em circula¢do auxiliando

a propagac¢ao da doenga e sustentando as epidemias.

1.4. Dengue: Historia da dispersao da doen¢a no mundo.

A origem exata da Dengue ainda ndo ¢ clara, alguns indicios sugerem que ela tenha
se originado na Africa e posteriormente se espalhado pelo mundo juntamente com o vetor

Ae. aegypti (Ehrenkranz et al., 1971). Considerando a capacidade que os virus, em geral, tém
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de se adaptar ao hospedeiro invertebrado, alguns autores acreditam que o virus Dengue
tenha se originado em ciclos silvestres envolvendo primatas inferiores e mosquitos
habitantes da Peninsula do Malaia (Rudnick, 1986).

As primeiras epidemias de Dengue surgiram na década de 1600, mais
especificamente em 1635 na Martinica e Guadalupe; ¢ em 1699 no Panaméa onde foram
descritos os primeiros relatos de suspeita de infecdo pela doenca (Gubler, 1998). J& no
século XIX, os surtos de Dengue tornaram-se comuns em varias cidades portudrias, tais
como Caribe, Norte, Central ¢ América do Sul. Estas epidemias foram relacionadas as
atividades portuarias comerciais ja existentes nesta época (Halstead, 1992).

Pelo final do século XIX e inicio do século XX, a mais ampla distribui¢do da doenca
foi observada nas Américas, incluindo paises desde os Estados Unidos até¢ o Chile e
Argentina. Em 1934, uma extensa epidemia comecou em Miami, afetando 10% da
populacdo, e depois se espalhou para o resto da Florida e ao Sul da Georgia. Tais fatos
indicam que tanto o virus Dengue, quanto o mosquito Ae. aegypti ja apresentavam uma
distribuicdo consolidada na regido dos trépicos nesta época (Henchal & Putnak, 1990).

Foi na década de 40 que o sorotipo DEN-2 foi identificado durante uma epidemia
nos Estados Unidos (Public Health, 1941). Entre os anos de 1943 a 1944 as pesquisas com 0
virus Dengue foram iniciadas, quando o virus foi isolado pela primeira vez e foram
realizados diagnosticos a partir de testes laboratoriais. A identificagdo do sorotipo era
realizada a partir da deteccdo de anticorpos, e a descrigdo da maioria das epidemias deste
periodo foi baseada em caracteristicas clinicas e epidemioldgicas, ou seja, Dengue como
doenga (Hotta & Kimura, 1952).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, atualmente 40% da populacdo mundial,
cerca de 2.5 bilhdes de pessoas que habitam areas tropicais e subtropicais do mundo estdo
em risco de contrair Dengue (Figura 8). Nos tltimos anos a doenca tornou-se endémica em
112 paises da Africa, Américas, Regido Leste do Mediterraneo, Sudeste Asiatico e Pacifico
Ocidental (Who, 2014b).

Informativos recentes sobre os casos de Dengue nas Américas liberados pelo
Programa Regional da Dengue da OPAS/OMS no més de fevereiro de 2013, registraram
279.540 casos da doenca, sendo 1.752 casos graves e 84 Obitos. Os paises que registraram os
maiores numeros de casos graves foram: México (543), Venezuela (377) e Brasil (324), o
que equivale a 71% dos casos graves de todo o continente Americano. Quanto aos dbitos,

destaca-se o Brasil com maior indice de casos (33%) (OMS, 2013).
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Figura 8. Mapa de distribuicdo da Dengue no mundo. A legenda abaixo da figura possui
informagdes sobre os locais acometidos ou ndo pela Dengue e a incidéncia da doenga a niveis de
pais e/ou estados/localidades). Fonte: http://www.healthmap.org/dengue/pt/.

1.5. Dengue no Brasil: Historia e dados atuais.

No Brasil, as primeiras evidéncias sobre a Dengue foram relatadas por volta dos anos
1845 e 1849 (Schneider, 2001). Nesta época foram notificados surtos no Parand, Rio Grande
do Sul e Rio de Janeiro (Pedro, 1923; Mariano, 1916; Severo, 1955).

Em 1901 foi realizado em Sorocaba-SP, o plano de erradicagdo da doencga elaborado
por William Gorgas, que propunha controlar o mosquito vetor, de. aegypti através da
utilizagdo de compostos quimicos e também eliminar recipientes abandonados. Dois anos
depois Oswaldo Cruz teve a mesma iniciativa na cidade do Rio de Janeiro (Who, 2014c).
Uma epidemia de Febre Amarela em 1928 fez com que as autoridades brasileiras
elaborassem uma prote¢ao maior ao pais, com a erradicagcdo absoluta do vetor da doenca, o
mosquito Ae. aegypti, que aconteceu em 1932 (Severo, 1955).

Na década de 1940 a Conferéncia Pan-Americana de Saiude destacou as medidas de
prevencdo e controle contra o Ae. aegypti desenvolvidas pelo Brasil (PAHO, 1947). O
advento do DDT auxiliou esta campanha, ndo s6 a nivel nacional, mas em escala de

continente. O Brasil alcangou a erradicagdo do mosquito por completo em 1955, tal acdo foi
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referendada oficialmente pela Organizagdo Pan-americana da Saude (OPAS) em 1958.
Possivelmente, como resultado desses esforcos acredita-se que apenas um unico sorotipo do
virus Dengue teria permanecido em circulacdo no século XX, sendo este o genotipo
americano DEN-2 (Anderson & Downs, 1956; Teixeira et al., 1999).

Entretanto, os esfor¢os humanos na eliminacao do vetor Ae. aegypti se desfizeram
rapidamente na década de 60, com a reinfestagdo do mosquito vetor e consequente
reemergéncia da doenca. Apesar do compromisso firmado com a PAHO, apenas trés paises
realizaram uma campanha continuada para controle de Ae. aegypti. A deterioracdo da
erradicagdo ocorreu, principalmente, devido a perda da importancia politica na maioria dos
paises que havia alcangado a elimina¢do do mosquito. Além disso, a vigilancia diminuiu
gradualmente, tal que as pequenas reinfestagdes ja ndo eram possiveis de serem detectadas.
Outros fatores determinantes foram o saneamento ambiental inadequado dos paises
emergentes, a rdpida expansdo de viagens internacionais e domésticas, que favoreceram a
dispersdo passiva do mosquito, e o desenvolvimento de resisténcia dos mosquitos ao DDT e
outros inseticidas organoclorados utilizados na erradicacdo inicial do vetor da Dengue
(PAHO, 1997).

Em Novembro de 1981 até Marco de 1982, ocorreu uma epidemia na regido
Amazonica, na cidade de Boa Vista, com cerca de 11 mil casos da doenga ¢ circulagdo dos
sorotipos DEN-1 e DEN-4. Em 1986, nova epidemia de Dengue volta a ocorrer na regidao
metropolitana do Rio de Janeiro e municipios vizinhos. No ano seguinte, mais quatro
estados foram atingidos, sendo Pernambuco, Bahia e Minas Gerais. A doenga atingiu o
estado de Mato Grosso do Sul em 1990 e atingiu novamente, mas desta vez com grande
intensidade, o Estado de Sao Paulo. Em 1991 foi introduzido no Estado do Tocantins e, em
1992, no estado de Mato Grosso (Teixeira, 1999).

Tais séries historicas referenciam os dados de Dengue divulgados pelo Ministério da
Satde nos periodos de 1980 a 1991, onde fica evidente que a Dengue tornou-se endemo-
epidémica na maioria dos Estados do Brasil em um curto espago de tempo desde a
reintroducdo do mosquito e consequentes casos da doenga no pais (Ministério da Saude,
1992).

No século XXI, o Brasil tornou-se o pais com o maior nimero de casos de Dengue,
sendo mais de trés milhdes de pessoas acometidas pela doenca entre os anos de 2000-2005,
0 que representa 61% de todos os casos notificados pela Organizacdo Mundial de Saude

(Teixeira & Barreto, 2009).
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Na regidao das Américas, a Dengue tem ocorrido com surtos ciclicos a cada 3-5 anos.
No Brasil, a transmissdo vem ocorrendo de forma continuada desde 1986, intercalando com
a ocorréncia de epidemias. Geralmente estes fatores estdo associados com a introdugdo de
novos sorotipos em areas anteriormente ndo ocupadas ou alteragdo do sorotipo
predominante. O maior surto no Brasil ocorreu em 2013, com aproximadamente 2 milhdes
de casos notificados (Ministério da Saude, 2014b).

Em 2015 foram enviadas 826 amostras para realizagdo do exame de isolamento viral,
havendo 382 resultados positivos (46,2%). As proporgdes dos sorotipos virais identificados
foram: DEN-1 (87,7%), seguido de DEN-4 (11,0%) ¢ DEN-2 (1,3%) (SVS, 2015).

A co-circulagdo de mais de um sorotipo e o aumento da densidade populacional do
vetor responsavel pela transmissdo da doenga sdo fatores que podem favorecer o risco de
mais uma epidemia com um aumento do nimero de casos da forma hemorragica de Dengue.
Tém-se observado novas regides de diversos paises, antes ndo atingidos, com atividade
epidémica e circulacdo simultdnea ou sucessiva de varios sorotipos virais, indicando
crescente disseminagdo da Dengue no mundo (PAHO, 2006).

Em 2015 foram registrados 224.101 novos casos notificados de Dengue no Brasil até
o més de margo deste ano. A regido Sudeste teve o maior numero de casos notificados
(145.020 casos; 64,7%) em relagdo ao total do pais, seguida das regides Centro-Oeste
(34.125casos; 15,2%), Nordeste (21.472 casos; 9,6%), Norte (12.001 casos; 5,4%) e Sul
(11.483casos; 5,1%) (SVS, 2015).

1.6. Medidas de controle da Dengue.

A vacina contra a Dengue vem sendo muito discutida (Edelman & Hombach, 2008;
Cassetti & Halstead, 2014), contudo até o momento, algumas inconstancias a partir deste
assunto impossibilitaram a elaboragdo e/ou distribuicdo desta. A possibilidade de uma
vacina cuja eficacia diminua ao longo do tempo causa preocupagdes que limitam sua
finalizacdao. Equivocos ou incertezas sobre o efeito de uma vacina, poderiam criar um "perfil
imunolégico" que além de ndo proteger o individuo contra a doenca ainda aumentaria o
risco deste contrair a forma mais grave através de mecanismos imunopatolégicos complexos

de subsequentes infec¢des naturais (Morens & Fauci, 2008).
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Assim as alternativas para controle da Dengue, sdo medidas que controlem
populacdes de mosquitos Ae. aegypti (WHO, 2014c).

O uso de inseticidas sdo frequentemente utilizados para o controle de mosquitos
vetores (Rose, 2001). Entretanto, tém sido detectados mecanismos de resisténcia para todas
as classes de inseticidas, afetando direta e profundamente as endemias da Dengue em varias
localidades, inclusive no Brasil (Fonseca-Gonzalez et al., 2010; Lima et al., 2011;
Marcombe et al., 2012; Bissete et al., 2013).

A infeccio de mosquitos com bactérias do género Wolbachia tém sido uma
alternativa utilizada como controle biologico de mosquitos Ae. aegypti. A incompatibilidade
citoplasmatica existente entre mosquitos e estirpes de Wolbachia podem reduzir o tempo de
vida, ou ainda inibir diretamente a capacidade do virus Dengue infectar Ae. aegypti
(McMeniman et al., 2009; Moreira et. al, 2009; Walker et al., 2011).

Prevenir ou reduzir a transmissdo de Dengue e outras arboviroses depende
inteiramente do controle de vetores Ae. aegypti. Contudo, pouco ainda se conhece sobre a
dinamica populacional deste mosquito em seu habitat natural. O desenvolvimento de
ferramentas, tais como as citadas anteriormente, dependem de conhecimentos mais
abrangentes sobre a ecologia, dindmica populacional, interagdo parasito-vetor, dispersdo de
mosquitos, entre outros, para serem de fato eficientes no controle da Dengue e outras
doencas veiculadas por mosquitos Ae. aegypti. Tais conhecimentos sdo fundamentais uma
vez que populagdes geneticamente diferentes podem apresentar também diferencas quanto a
sua capacidade e competéncia vetorial, por exemplo.

Tendo em vista a alta diversidade genética das populacdes de mosquitos, a rapida
dispersao destes e as condi¢des ambientais presentes no Brasil, o desenvolvimento e
utilizacdo de marcadores genéticos para estudos envolvendo mosquitos Ae. aegypti poderao
contribuir para o direcionamento de abordagens e técnicas mais eficientes para controle
destes vetores e consequentemente evitar a dispersdo dos agentes infecciosos por eles

veiculados, tais como o virus da Dengue.

1.7. Polimorfismos de marcadores moleculares

O objetivo dos estudos genéticos € a distingdo entre genotipos relevantes para uma

determinada caracteristica de interesse em um organismo. Esta distin¢do ocorre baseada em
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marcadores informativos, a este sistema da-se o nome de marcadores genéticos ou
marcadores moleculares (Schlotterer, 2004).

Marcadores moleculares podem fornecer informagdes sobre a variagdo alélica ou
polimorfimo em um determinado /ocus, indicando o fen6tipo molecular oriundo de um gene
expresso ou um segmento especifico de DNA correspondente as regidoes expressas ou nao do
genoma (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Até a década de 60, os estudos populacionais para detec¢do de diferengas entre os
organismos eram realizados com base em caracteristicas fenotipicas, entretanto como as
variantes fenotipicas sdo raras, as populagdes eram frequentemente classificadas como
homogéneas. Assim, houve a necessidade de buscar ferramentas mais sensiveis a detec¢do
de diferencgas ou polimorfismos, de um determinado locus (Schlétterer, 2004).

A primeira técnica desenvolvida para refinar estudos de variagdo genética a partir de
marcadores moleculares, foram as Isoenzimas. O principio desta técnica ¢ a deteccdo da
variagdo das proteinas de uma enzima por eletroforese em gel nativo de acordo com as
diferengas de tamanho e carga (Avise et al., 1994). Desde entdo, marcadores alozimaticos
foram empregados com sucesso em uma vasta gama de espécies. Entretanto, o niimero
efetivo de informagdes obtidas a partir deste marcador ainda era muito pequeno, ja que as
Isoenzimas atuam como um método indireto de deteccdo de variagdes do DNA (Hillis et al.,
1996).

Um marcador molecular ideal seria aquele capaz de identificar a propria variagdao do
DNA ao invés de se basear em variagdes na mobilidade electroforética de proteinas que o
DNA codifica. A busca por novas metodologias foi alcancada na década de 80, com o
desenvolvimento das técnicas de biologia molecular (Lopes et al, 2002), que somente foi
possivel com a concepcao da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction - Amplificacao
em Cadeia da Polimerase) desenvolvida por Mullis & Faloona em 1987 (Saiki et al., 1988).

Com o desenvolvimento da PCR diversas técnicas foram produzidas, e estdo hoje
disponiveis para uso em estudos de polimorfismo genético, sdo estas: Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP),
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Microssatélites (SSR — Simple
Sequence Repeats), Sequenciamento do DNA mitocondrial (mtDNA) e de genes de RNA
ribossomal (rRNA) (Avise, 1994) e marcadores multilocus codominantes, como os SNPs

(Single Nucleotide Polymorfism) (Brookes, 1999).

43



Marcadores de caracter dominante (tais como o RAPD), ndo permitem a distingao
entre genodtipos homozigdticos e heterozigoticos quando amplificados via PCR. A
dominancia restringe as inferéncias feitas com esta classe de marcadores, pois a leitura dos
fragmentos ¢ estabelecida por apenas um fragmento de determinado tamanho, os quais
constituem apenas uma classe, isto ¢, alelos de um mesmo locus sao revelados pela presenca
ou auséncia de uma banda. Os individuos nos quais o alelo ndo foi amplificado constituem a
outra classe, considerada homozigotica para a auséncia da banda (Williams et al., 1990).

Ja marcadores caracterizados codominantes (tais como os Microssatélites) sdo mais
informativos frente a outros marcadores moleculares. A possibilidade de distingdo entre os
alelos em um organismo diploide ¢ a maior vantagem desta classe de marcadores
(Schiotterer, 2000). Estes tipos de marcadores caracterizam-se por serem abundantes,
distribuidos por todo o genoma e multialélicos. O conteudo genético informativo de um loco
SSR ¢ bastante alto, e por isso € uma das técnicas mais indicadas para estudar polimorfismos

entre sequéncias de DNA (Buso et al., 2003).

1.8. Microssatélites

Os microssatélites ou “simple sequences repeats” (SSRs), representam uma
sequéncia do genoma repetida em tandem, de 1 a 6 nucleotideos, que sdo abundantemente
distribuidos em genomas e demonstram altos niveis de polimorfismo alélico (Goldstein et
al., 1999).

A técnica de amplificagdo de marcadores microssatélites revela polimorfismo em um
loco devido as diferengas no numero de vezes (n) em que, por exemplo, um dinucleotideo
(AG), se repete naquele loco. Essas variagdes no numero de repeticdes constituem-se em
variagdes no comprimento do segmento detectado pela reacdo de polimerase em cadeia e na
separacgao dos fragmentos amplificados (Buso et al., 2003).

A principal caracteristica dos microssatélites como marcadores moleculares ¢ sua
hipermutabilidade e consequente hipervariabilidade em espécies e suas populagdes. A taxa
de mutacio de microssatélites ¢ estimada em 107 a 10 por loco por geragdo, e estdo
distribuidos aleatoriamente no genoma em uma densidade de aproximadamente 1

microssatélite a cada 10 a 15 Kb, dependendo da espécie (Tautz, 1989).
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A existéncia de microssatélites em genomas eucarioticos comegou a ser conhecida a
partir da década de 1970 (Bruford & Wayne, 1993). Hamada et al. (1982), demonstraram um
grande niumero e ampla ocorréncia dessas sequéncias repetitivas desde organismos mais
simples, como leveduras, até os mais complexos, como os vertebrados.

Marcadores moleculares podem ser divididos em duas classes, sendo tipo I -
marcadores associados com genes de fungdes conhecidas; e tipo II - marcadores associados
com sequéncias andnimas do genoma. Os microssatélites geralmente representam
marcadores do tipo II, uma vez que geralmente estdo em regides intergénicas nao
codificantes. Amplamente usados como marcadores genéticos, microssatélites podem ser
classificados de acordo com o tipo de repeti¢do da sequéncia (Oliveira et. al., 2006):

> Perfeito — A repeticdo da sequéncia ndo ¢ interrompida por uma base que
nao pertence ao padrdo repetitivo. Ex: TATATATATATATATATA;

> Imperfeito — Uma base que ndo possui o0 mesmo padrdao da repeticdo esta
presente. Ex: TATATATACTATATA.

> Interrupto — Uma pequena sequéncia dentro da repeticdo nao coincide com
o padrdo de repeticao da sequéncia original. Ex: TATATACGTGTATATATATA.

> Composto — A seqiiéncia contém duas adjacentes distintas da repeti¢ao
padrdo. Ex: TATATATATAGTGTGTGTGT.

A utilizagdo de seqliéncias conservadas que flanqueiam os microssatélites possibilita
a sintese de oligonucleotideos para a caracterizagdo destes via PCR (Figura 9). O uso destas
sequéncias ¢ baseado no pressuposto de que estas sdo Unicas para cada locus e que mutam
muito mais lentamente do que a regido repetitiva alvo microssatélite (Hancock, 1999).

Apo6s a amplificacdo de cada microssatélite em cada amostra utilizando-se o par de
oligonucleotideos especificos, os produtos gerados sdo caracterizados segundo seu tamanho,
por eletroforese em gel, eletroforese capilar ou a definicdo dos tamanhos realizada em
sequenciadores automaticos.

Microssatélites podem ser utilizados para explicar diversas caracteristicas de uma
populacdo, tais como parentesco entre populacdes naturais, similaridade entre populagdes de
diferentes nichos geograficos, aplicagdes filogeograficas para conhecer a estrutura de
populacdes sobre uma vasta area geografica, revelar casos de panmixia em popula¢des com
distancias geograficas menores, fragmentacdo de populacdo e hibridacdo de espécies
(Chistiakov et al., 2006; Powel et al., 1996). No campo entomoldgico, os microssatélites

vém sendo utilizados para o estudo populacional de varios insetos de importancia médica
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(Maingon et al., 2003; Moreno et al., 2007; Harry et al., 2008; Brown et al., 2013a; Angella
et al., 2014).

CROMOSSOMO

FIBRAS DO CROMOSSOMO

DNA DUPLA HELICE

SEQUENCIA SEQUENCIA SEQUENCIA
FLANQUEADORA MICROSSATELITE FLANQUEADORA
(TTA)s
Figura 9. Microssatélites. Fonte:
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Microsatellite+Repeat
s&lang=1

Em mosquitos Ae. aegypti os microssatélites vém apresentando grandes descobertas
acerca da evolucdo, dispersdo da espécie, analise temporal, estrutura populacional, entre
outros (Costa-Ribeiro et al., 2006; Hlaing et al., 2010; Brown et al., 2011; 2013a; 2013b;
Gloria-Soria et al., 2014; Mendonga et al., 2014; Monteiro et al., 2014).

1.9. Genética de Populacées de Aedes aegypti.

A variabilidade genética em mosquitos ¢ responsavel por diferencas encontradas em
populagdes de uma mesma espécie de acordo com a regido onde estd localizada. Tal

variabilidade pode ser atribuida a adaptacdo a diversos fatores, tais como: temperatura,
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umidade relativa do ar, indice pluviométrico, vegetagao; ou até mesmo por acdes antropicas
como urbanizagdo, poluicdo ambiental, desmatamento e o uso de produtos quimicos. As
condi¢des ambientais, tais como as variagdes climaticas desempenham um importante papel
para a adaptagdo de populagdes de diversos organismos, tornando-os diferentes quando
comparamos diferentes populacdes (Hodkinson, 2005).

Devido a grande importancia que mosquitos Ae. aegypti tem para a Saude Publica
mundial, j& que é considerado o principal vetor da Dengue e outras arboviroses associadas
aos seres humanos, estudos populacionais que estimem a variagdao genética destes mosquitos
estdo sendo desenvolvidos visando a compreensdao da dinamica populacional, adaptagdo e
dispersdo destes vetores em diferentes habitats. Os resultados obtidos em diferentes estudos
populacionais que utilizaram marcadores moleculares como ferramenta de investigagdo
revelaram, até o momento, estruturagdo genética de populagcdes de Ae. aegypti em diferentes
regides do mundo.

Paduan et al. (2006), utilizando marcadores RAPD encontraram elevados niveis de
diferenciagdo genética entre populacdes de Ae. aegypti de seis estados brasileiros, bem como
dentro de seus municipios. Os autores consideraram que as populagdes brasileiras destes
mosquitos poderiam ser subdivididas em dois grupos principais, um compreendendo as
populacdes do Nordeste e o segundo, as populagdes do Norte, Centro-Oeste e Sudeste.

Brown et al. (2011) analisaram amostras de mosquitos Aedes de 24 diferentes
localidades do mundo, utilizando 12 loci microssatélites. Os dados obtidos evidenciaram
dois grupos genéticos distintos: um incluindo todas as populagdes domésticas do mosquito
fora da Africa e o outro incluindo populagdes nacionais e florestais da Africa. Isto sugere
que a associagio humana com o mosquito na Africa ocorreu independentemente das
populacdes domésticas de Aedes em todo o resto do mundo. Além disso, as medidas de
diversidade genética indicam que Ae. aegypti formosus ¢ a forma ancestral da espécie
domiciliada que ocupa os centros urbanos atualmente.

Mais tarde, Brown et al. (2013b) obteve amostras de Ae. aegypti de 21 localidades,
que representavam 13 paises em torno do mundo, para investigar a dispersdo global destes
mosquitos. Foram utilizados quatro genes nucleares e 1.504 SNPs para testar a hipdtese de
que Ae. aegypti se originou na Africa, onde uma forma doméstica surgiu e se espalhou por
todo o mundo tropical e subtropical, com o comércio e movimentacio humana. Os
resultados confirmaram ascendéncia Africana das espécies, e indicaram um Unico evento de
subespeciacdo pantropical. Além disso, os dados genéticos apoiaram fortemente a hipotese

de que as rotas comerciais humanas transportaram Ae. aegypti domiciliado para fora da
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Africa em diregdo ao Novo Mundo, e posteriormente ocorreu uma nova invasdo destes
mosquitos do Novo Mundo para o Sudeste da Asia e do Pacifico.

Campos et al. (2012) analisaram, a partir de 9 marcadores SNPs, varia¢cdes sazonais
de populagdes de Ae. aegypti em Botucatu — SP. Foram avaliadas amostras de ovitrampas
oriundas do campo durante os anos de 2005 a 2010. Foi identificado que independentemente
da grande varia¢ao na abundancia de mosquitos, o tamanho populacional efetivo manteve-se
estavel ao longo dos anos. Tais resultados sdo importantes para elucidar que estes mosquitos
sdo capazes de manter um numero suficiente de populacdo reprodutora ativa durante as
variacdes de temperatura e pluviosidade anuais, o que indica que novas perspectivas em
métodos de controle deste vetor, devem ser adquiridas.

Mendonga et al. (2014) analisou 9 loci microssatélites para examinar o efeito da
sazonalidade sobre a estrutura genética e os padrdes de fluxo génico em Ae. aegypti de
quatro bairros do Municipio de Manaus coletados durante as duas principais estagoes,
chuvosa e seca. A partir dos dados obtidos, foi sugerido que as populagdes de Ae. aegypti de
Manaus sao mantidas de forma continua ao longo do ano, com reducdo sazonal ao invés de
extingdo das populagdes nas diferentes estagdes. Estes resultados foram extremamente
importantes para a concepcdo de novas estratégias de controle da Dengue na cidade de
Manaus.

Um estudo mitocondrial com o gene ND4, testou a variagdo genética de populagoes
naturais de Ae. aegypti da Amazonia brasileira. Foram estudadas 10 populacdes deste vetor,
das cidades de Manaus e Coari (AM); Santarém e Belém (PA); Boa Vista e Pacaraima (RR);
Rio Branco (AC). Os resultados genético populacionais indicaram dois agrupamentos para
estas populagdes, propondo a presenca de linhagens distintas entre estas localidades. Esses
resultados, somados com os niveis de variabilidade genética observada e a comparagdo com
haplotipos de outros estudos, sugeriram que, pelo menos, duas introduc¢des do Ae. aegypti
ocorreram na Amazonia: uma por Boa Vista, advinda do México e Venezuela; e outra por
Belém, advinda do restante do pais ou pelo Oceano Atlantico (Lima-Junior & Scarpassa,
2009).

Virios estudos sobre a diversidade genética de populagdes naturais de Ae. aegypti
vém sendo desenvolvidos, entretanto, pouco ainda se conhece sobre as diferencas genéticas
destes mosquitos que colonizam diferentes regides do Brasil. O conhecimento aprofundado
sobre a organizagdo populacional destes mosquitos em diferentes cidades sera importante
para complementar as informagdes j& existentes sobre a dispersdo de Ae. aegypti no Brasil,

bem como desenvolver estratégias de controle mais direcionadas.
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II. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais:

> Avaliar a estruturagao genética populacional de 4e. aegypti provenientes de
5 diferentes Estados do Brasil, utilizando como ferramenta investigativa, marcadores

microssatélites.

> Compreender a dispersdo de mosquitos Ae. aegypti em duas diferentes areas

do municipio de Botucatu — SP.

2.2. Objetivos especificos:

> Genotipar mosquitos Ae. aegypti de cinco diferentes Estados do Brasil,
sendo estes: Belo Horizonte — MG, Botucatu — SP, Campo Grande — MS, Maringd — PR e
Rondondpolis — MT;

> Analisar a variabilidade genética das cinco populagdes obtidas;

> Realizar analises genético populacionais visando a compreensao de macro e

micro estruturagdes populacionais das cinco populagdes em estudo;

> Genotipar mosquitos Ae. aegypti provenientes de duas areas da cidade de

Botucatu — SP;

> Caracterizar a dispersao da oviposi¢ao empregando como modelo duas

populacdes de mosquitos Ae. aegypti de Botucatu — SP;
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I1I. MATERIAIS E METODOS

Para esta tese foram realizados dois diferentes estudos populacionais utilizando
marcadores moleculares microssatélites. Visando facilitar o entendimento da dindmica
utilizada para os dois diferentes estudos, apresenta-se uma introdugdo discorrendo sobre o
METODO utilizado, ja que o principio deste foi igual para ambos (item 3.1. Materiais e
Me¢étodos). E, posteriormente apresentam-se as abordagens adotadas e resultados obtidos para

cada estudo separadamente, em forma de capitulos. Sao estes:

a) Capitulo I - Macro e micro-anélises populacionais de mosquitos Ae.

aegypti de diferentes regides do Brasil.

b) Capitulo II - Analise de Dispersdo Genética de mosquitos Ae. aegypti no
Municipio de Botucatu — SP
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I1I. MATERIAIS E METODOS

3.1. GENOTIPAGEM POR MICROSSATELITES

a) Amostragem

Amostras de ovos de mosquitos Ae. aegypti foram coletadas a partir de ovitrampas,
esta metodologia se baseia em armadilhas de captura proposta por Fay & Eliason (1966). A
distribuicdo das ovitrampas foi realizada cobrindo uma extensao geografica dos municipios
selecionados, afim de obter-se uma amostragem representativa da populagdo local de
mosquitos Ae. aegypti. Para tanto, foi realizada uma estimativa do nimero minimo de
pontos para instalacdo segundo o numero de iméveis dos municipios. A amostragem prevé a
instalacdo destas armadilhas por um periodo de 4 semanas. A cada semana as palhetas
contendo ovos sdo retiradas e armazenadas até serem enviadas ao Departamento de
Parasitologia da Unesp-Botucatu.

Apoés o recebimento das palhetas foram mantidos no insetario os ovos de cada
localidade até o estagio adulto em condi¢des controladas (temperatura de 27° C, umidade
relativa de 80% e fotoperiodo de 12h). Ao atingirem o estdgio de pupa foram transferidas
para um copo plastico e acondicionadas em uma gaiola de triagem, que consiste na
identificacdo individual dos insetos adultos emergidos (nesta etapa os mosquitos serao
identificados e separados como Ae. aegypti € Ae. albopictus). Apds a identificagdo, os

mosquitos foram congelados a -20°C até o momento do uso para os estudos populacionais.

b) Extrac¢ao e quantificacao do DNA

O DNA gendmico total foi extraido de mosquitos inteiros, triturados com auxilio de

um pistilo, em tampao de extracdo utilizando-se resina Chelex]00® Molecular Biology
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Grade Resin (Bio-Rad Laboratories), preparada a 5% conforme as recomendacdes do
fabricante. A concentra¢do e qualidade do DNA foi estimada submetendo-se 2ul. do DNA
de cada amostra ao espectrofotometro NanoDrop® (ND-1000).

¢) Metodologia de marcadores microssatélites

No total foram analisados 12 marcadores microssatélites no estudo referente ao
capitulo I, e 8 microssatélites no estudo referente ao capitulo II desta tese (Tabela 3). Os
oligonucleotideos iniciadores microssatélites utilizados neste estudo foram marcados com

uma sequéncia fluorescente M-13 (Figura 10) (Lorenz et al., 2001; Schuelke, 2000).

%m—b Forward primer with M13(-21) tail at the 5"-end

B ﬂ—m Reverse primer
oo
L
C Universal FAM labeled M13(-21) primer
D Template
5 < DNA Pizaza CACA. ... (CA),-eee CACA KT Templaie DNA ™——— 73
. N
SFAM
l-lfu“r
E

Figura 10. Esquema de amplificacio (PCR) primers M-13 acoplados. A e B. Iniciadores especificos
de microssatélites — caixas tracejadas; C. M-13 seqiiéncia universal de M-13 (caixa cinza ondulada, e a
estrela indica a fluorescéncia FAM. D. Primer M13(-21) incorporada nos produtos de PCR, durantes os
primeiros ciclos. E) Primer universal M13(-21) marcado com FAM, a incorpora¢do ocorre durante os
ciclos subsequentes. F) Produto final marcado com fluorescéncia que podera ser analisado em
sequenciadores automaticos. Fonte: http.//biotech.nature.com.
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Os microssatélites foram amplificados individualmente (uma reagdo de PCR por
locus), para cada mosquito. Cada reacdo de PCR foi realizada num volume total de 20uL e
25uL. As condigoes de reacdo e de amplificagdo estdo descritas nas Tabelas 1 e 2
(Condigdes para reagao de PCR), e nas Figuras 11 e 12 (Condicdes de temperatura e ciclos
da PCR), tanto no Estudo 1 quanto no Estudo 2, os microssatélites foram amplificados

utilizando um termociclador da Bio-Rad - MyCyler Thermal cycler.

Tabela 1. Condi¢oes da reacio de PCR para amplificacdo de loci microssatélites.
Condic¢odes utilizadas para primers desenvolvidos por Brown et al. (2011) e Slotman et
al. (2007).

Reagentes [trabalho] [final]/amostr. Volume/amost
ddH,O - - Perfazer até 1
wl
PCR buffer 5X 1X 4 ul
MgCl, 25 mM 1.5 mM 1.2 ul
dNTPs 2 mM 0.2 mM 2u
Primer F 0.5 uM 25 nM 1pl
Primer R 5 uM 250 nM 1l
Primer M13 5 uM 500 nM 2ul
Taqg DNA polymeras 5 U/ul 0.75 0.15 ul
- - - 1 ul - -
DNA - - 1pul

Programa de Ciclos
94°C [ 942C
10'

30“

4°C

35X

Figura 11. Programa dos ciclos da PCR. Condigdes utilizadas para os
primers desenvolvidos por Brown et al. (2011) e Slotman et al. (2007).
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Tabela 2. Condi¢oes da reacio de PCR para amplificagdo de loci microssatélites.
Condigdes utilizadas para primers desenvolvidos por Lovin et al. (2009).

Reagentes [trabalho] [final]/amostra Volume/amostra
ddH,O Perfazer até 24 pul
PCR buffer 5X 1X S5ul
MgCl, 25 mM 1.5 mM 1.5
dNTPs 2 mM 0.2 mM 25l
Primer F 5uM 0.2 mM 1ul
Primer R 5uM 0.2 mM 1pl
Tag DNA polymerase 5U/ul 0.75U 0.2 ul
DNA - - 1ul

94eC

Programa de Ciclos

72°C
10'

30X

49C

Figura 12. Programa dos ciclos da PCR. Condi¢des utilizadas para
primers desenvolvidas por Lovin ef al. (2009).

Para os dois diferentes estudos foram adotadas as mesmas condi¢coes de PCR,
entretanto para o Estudo 2 as metodologias foram aplicadas no laboratorio PANGENE —
Pesquisas e Anélises Genéticas — da Unesp, no Departamento de Parasitologia, em Botucatu
— SP. E para as amostras do Estudol, as metodologias foram realizadas no CMDT - Centro
de Malaria e Doencas Tropicais do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, na
Universidade Nova de Lisboa (UNL), em Lisboa — Portugal, sob supervisao do Dr. Joao

Soares da Silva Pinto, durante o estdgio de Doutorado-Sanduiche realizado no periodo de

29/01/2014 a 26/07/2014.
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A fim de verificar a eficiéncia das reacdoes de PCR, 8ul do produto amplificado era
visualizado em gel de Agarose [2%)] (Lonza — Agarose LE, Seakem™) corado com brometo
de etideo 10mg/ml (Sigma) em TBE 1x (Applichem — TBE buffer 10x). Todas as corridas de
eletroforese levaram 5ul de marcador de DNA, ladder de peso molecular 100pb (Promega),
e foram submetidas a corrida eletroforética a 130v durante cerca de 40 minutos. A
visualiza¢dao dos produtos amplificados foram realizadas em transiluminador de luz UV e

fotografadas no sistema Uvidoc®™ (Uvitec) (Figura 13)

Figura 13. Confirmacio de amplificacdo da reacido de PCR. Gel de Agarose [2%], (MM)
Marcador de peso Molecular de 100pb; (N) Controle Negativo. Exemplo de confirmagao de
amplificacdo de mosquitos Ae. aegypti com os primers AC7-FAM (A); e B3-HEX (B)
marcados com florescéncia. Amplificagdo satisfatoria em todos os individuos (presenga de
bandas).

57



Tabela 3. Caracteristicas gerais dos Microssatélites utilizados nos estudos referentes
aos capitulos I e II desta tese. Nome dos Loci, Fluor6foro, Tamanho esperado de
amplificacdo, Sequéncia dos primers, Temperatura de Anelamento e Referéncia de cada

par de primer.

Temperatura Fonte
Tamanho
Locus  Fluoréforo pb Sequéncia dos primers Anelamento(°C)
For - GACGTAAACCGAGTGGGAGA Brown et al.
(2011)
Al* 155 - 165 Rev - GCATTTAACCGCGCTAGAAC 55°C
For - AATACAACGCGATCGACTCC Slotman et al.
(2007)
AC2* 175 -190 Rev - AACGATTAGCTGCTCCGAAA 55°C
For - AATCCCCACACAAACACACC Slotman et al.
(2007)
AG1* 110 - 130 Rev - GGCCGTGGTGTTACTCTCTC 55°C
For - TGATCTTGAGAAGGCATCCA Slotman et al.
(2007)
AGS5* 170 - 180 Rev - CGTTATCCTTTCATCACTTGTTT( 55°C
For - TCCCCTTTCAAACCTAATGG Slotman et al.
(2007)
AG2* 115-180 Rev - TTTGCCCTCGTATGCTCTCT 55°C
For - CGCAGTAGGCGATATTCGTT Slotman et al.
(2007)
CT2* 185-195 Rev - ACCACCACCAACACCATTCT 55°C
For - GGAAACACTTGCAGGGACAT Brown et al.
(2011)
B2* 90-115 Rev - GCAGATGGTGGCAGTAGTGA 55°C
For - GCGAATCGGTTCCCATAGTA Slotman et al.
(2007)
AC4* 125 - 135 Rev - CTTTATCGATCGACGCCATT 55°C
For - AAAACCTGCGCAACAATCAT Slotman et al.
(2007)
AG4* M13-FAM 145-170 Rev - AAGGACTCCGTATAATCGCAAC 55°C
For - TCGGCAAATTACCACAAACA Slotman et al.
(2007)
AC7* BIREYNY 130 - 145 Rev - CATTGGACTCGCTATAACACAC! 55°C
For - TCCGGTGGGTTAAGGATAGA Slotman et al.
(2007)
ACT** I IRE VNI 193 -209 Rev - ACTTCACGCTCCAGCAATCT 55°C
For - TGGATTGTTCTTAACAAACACGAT Slotman et al.
55°C (2007)
ACS** EBYIRB YW § 149 -163  Rev - CGATCTCACTACGGGTTTCG
For - GCAGCATGCACTTCACATTT Brown et al. (2011)
A9** M13-FAM 182 - 194 Rev - CGAATGGCATCTGATTCAAG 55°C
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For - CGTCGACGTTATCTCCTTGTT Lovin et al.

88AAT *** 215 -225 60 °C (2009)
Rev - CCAACGCAAGATGCAAGATA
For - GCGAATCGGTTCCCATAGTA Lovin et al.
REAC] 4% NED 250 - 260 60 °C (2009)
Rev - ACCCATCGAATTTCCATTCA
201 Lovin et al.
For - GATCGTTCGACAGCATCTGA (2009)
AAT]#** HEX 330 - 340 60 °C

Rev - GGAAAGCTCATCGCCTACTG

*Primers utilizados para amplificacdo de amostras do estudo 1 e 2;
**Primers utilizados para amplificagdo de amostras somente do estudo 2;

***Primers utilizados somente em amostras do estudo 1e amplificados juntos, na mesma reagao.

d) Multiplex

As amostras para andlise de fragmentos foram preparadas em microplacas de 96
pocos de 200ul cada, com o objetivo de baratear a técnica, emparelhamos os loci
microssatélites com base na ndo sobreposi¢ao de tamanho e cor da fluorescéncia conjugada,
montando um sistema de Multiplex para visualizagdo dos tamanhos dos fragmentos em
sequenciadores automaticos (Tabela 4 e 5). Conforme previamente estabelecido por Brown
et al. (2011). Para tanto, 1uL. do produto de PCR de cada conjunto de primers amplificado,
foi adicionado a 9uL de uma mistura de formamida Hi-Di"™ Formamide da Applied
Biosystems.

Para o Estudo 1, ainda foi adicionado em cada pogo da placa que continha o produto
de PCR, 0.3ul de marcador de peso molecular GeneScan 500 ROX da Applied Biosystems.
Este marcador permite a estimativa do tamanho dos alelos (em pares de bases), obtidos na
andlise de fragmentos. As placas foram enviadas ao Laboratério de Diagndstico Molecular e
Sequenciamento da UNESP — Botucatu.

Ja as placas do Estudo 2, que foram preparadas no CMDT — Lisboa, eram enviadas a
Universidade de Yale, GeneSifter® Analysis Edition (http.//dna-

analysis.research.yale.edu/dna_sequencing.html).
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Tabela 4. Esquema de multiplex. Padrao de multiplex utilizado no trabalho referente ao capitulo I.

. Fluoresc
Locus MUIPtI?:ex ent Ta (°C) min max 85 90 95 100 105 110 15 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 ## 175 180 185 190 195 ## ## 210 215 ## ## ## ## ## ## #4 #4 #4 #8 BE HE #4 #4 ## #4 #4 #4 310 315 ## ## #4
a Primer
IS v23-Fav R 155 165 _
ML Al 55 113 129 |
AG5 55 170 180 |
cT2 55 184 102 B
AA2 AC4 55 128 130 [ ]
Ac2 55 176 190 T
AA3 ace [N s s o ]
B2 55 95 13 T
AAL YA 13- RS 130 145
AG2 | M13-HE 55 115 180
AAS  [88ATL 60 215 221 |
Lovin  [201AAT1 60 330 340 |

Tabela 5. Esquema de multiplex. Padrao de multiplex utilizado no trabalho referente ao capitulo II.

Locus

Multiplex Fluorescent

Pair

Primer

Ta (°

C)

00

05

us

150

155 160 165 m s 180 185 190 15

200

25

20

25

20

25

240

245

250

255

260

Al M13-FAM 55 155 165
Mo 5w I
s 5 m W I
Cn2 55 184 192
W s [ m I
M o [ s s |
e ERRTRRT: I
55 190 220




Os fragmentos amplificados eram entdo, separados por eletroforese capilar em
sequenciadores automaticos e, apds recebimento dos resultados, os picos que representam o
tamanho dos alelos foram visualizados utilizando o software GeneMarker VI1.40
(SoftGenetics, UK) (Figura 14).

Para anélise dos tamanhos de alelos foram utilizados padrdes para acuracia dos
resultados. Os padrdes foram um controle positivo e outro negativo; para o controle positivo
foi usada uma amostra de Ae. aegypti que tinha seu padrao de tamanho e caracteristica do
pico/alelo, testado em varias outras amplificagdes; € para o controle negativo utilizamos a
amplificacdo de PCR sem amostra de DNA. Estes padrdes foram seguidos para todos os

individuos analisados.

SoftGenetics Allele Report 04/09/2014 17:17:56
GeneMarker V1.40 Page 124
Dye: Green -2 peaks

100 110 120 130 140 150 160 170 180
6.000
4.000 ‘ I
2.000 }
od— N il __Nv\/'.f"'.l'\."\'\,_._
156.3
No Size Height Area Marker Allele Difference Quality Score Comments
2 156.3 1087 4832 x 253.1 A
Sample 3: AA2-MGR10_3.fsa
Dye: Blue - 2 peaks
160 170 180 190 200 210 220 230 240
15.000
10.000
5.000
‘ A
187.4
No Size Height Area Marker Allele Difference Quality Score Comments
1 187.4 12990 €8082 1.0 Unknown 500.0
2 401.6 1683 9869 1.0 Unknown 330.¢

Figura 14. Eletroferogramas. Exemplos de amplificagdes satisfatorias de mosquitos Ae.
aegypti com os primers A. AG2-[HEX] (picos verdes), individuo heterozigoto para os tamanhos
de alelos 116.6 e 156.3pb; B. AC2[FAM] (pico azul), individuo homozigoto para o alelo
187.4pb. O marcador de peso molecular ROX500 aparece em vermelho.
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3.2. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS GENETICOS

Com os genotipos obtidos na leitura dos eletroferogramas dos microssatélites, foi
organizada uma base de dados no Programa Excel® (Microsoft) por individuo e locus,
contendo o tamanho dos alelos em pares de bases, afim de realizar as andlises genético
populacionais. Os parametros determinados nas andlises estatisticas foram testados com
nivel de significancia de 0,05, para a rejei¢ao da hipdtese nula (Hy) e para testes multiplos,
este valor foi corrigido de acordo com o método sequencial de Bonferroni (Holm, 1979)
para evitar erros do tipo I (falsa rejei¢ao de Hy). Os testes estatisticos foram desenvolvidos

com 0s mesmos parametros para ambos estudos desenvolvidos neste trabalho, sdo estes:

A. Software R

R ¢ uma linguagem e ambiente para computagdo estatistica e grafica desenvolvido
por Thaka & Gentleman (1996). R como Software fornece uma ampla variedade de
estatisticas (testes estatisticos classicos, andlise de séries temporais, classificacao,
clusterizagdo, estatisticas aplicadas a estudos genético populacionais, analises filogenéticas
e analises de gendmica comparativa); e técnicas graficas altamente extensiveis.

R ¢ derivado da linguagem de programacao estatistica GNU — S, a linguagem S € o
veiculo de escolha para a investigacdo na metodologia estatistica e R fornece uma rota de
codigo aberto para a participag@o nessa atividade. R esta disponivel como Sofiware livre sob
os termos da GNU (General Public License) em forma de codigo-fonte da Free Sofiware
Foundation. Ele compila os dados e roda em uma ampla variedade de plataformas
computacionais, tais como o Windows.

Existem muitos pacotes para o R, em nossas andlises utilizamos basicamente o
pacote Poppr, desenvolvido por Kamvar et al. (2013). Poppr introduz fungdes essenciais
para a analise de populagdes, permitindo andlises hierarquicas de populagdes com varios
niveis de subpopulacdes, abordagens para estudos com amostras clonais, analises de
distancia (incluindo a distancia de Bruvo’s) (Bruvo et al., 2004). Dendrogramas com suporte

de bootstrap, testes de Desequilibrio de ligacdo e Equilibrio de Hardy-Weinberg e analises

62



de Componente Principal (PCA e DAPC). Ainda outros pacotes, como o adegenet (Jombart,
2008), ggplot2 (Wickham, 2009), mmod (Winter, 2012), ad4 (Dray & Dufour, 2007) sdo
utilizados pelo poppr quando este ndo possui ferramentas para calcular determinadas

analises complementares.

B. Frequéncias alélicas, Heterozigotia Esperada e Observada e Equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE).

As frequéncias alélicas e gendtipicas sdo resultado da soma do numero de individuos
heterozigotos para um determinado alelo com duas vezes o numero de individuos
homozigotos, e divisdo do resultado pelo dobro do niimero total de individuos.

A heterozigotia esperada (H,) ¢ a propor¢do esperada de gendtipos heterozigoticos
numa populagdo de » individuos. Esse parametro baseia-se nas frequéncias alélicas num
dado locus, assumindo o principio de Hardy-Weinberg (Nei, 1987). A heterozigotia
observada (H,) ¢ a propor¢do de genotipos heterozigéticos encontrada numa amostra de »
individuos. Ambos parametros foram determinados com auxilio do programa Arlequin
v.3.1. (Excoffier et al., 2005).

A verificacdo de HWE, que aplica o0 método de Guo & Thompson (1992), foi feita
com auxilio do programa Arlequin v.3.1. (Excoffier et al., 2005). Este teste foi feito com os
dados dos gendtipos, locus por locus. Para cada locus microssatélite testou-se a hipotese
nula (Hy = unido aleatoria de gametas) com duas hipodteses alternativas (H; = défice de

heterozigdticos ou H; = excesso de heterozigdticos).

C. Diversidade Alélica, Diversidade Genotipica, Riqueza Alélica e Coeficiente
de Endogamia.

A diversidade pode ser quantificada de diferentes maneiras quando calculamos as
Frequéncias Genotipicas ou as Frequéncias Alélicas de um determinado /ocus em uma
determinada populagdo. Os indices mais importantes sdo os calculos de Riqueza Alélica ou
Genotipica e Evennes (Grunwald et al., 2003).

O célculo de Evennes (E) ¢ uma medida de distribui¢ao de abundancia em gendtipos.
Os valores variam entre 0 e 1, quando se aproximam de 1 indicam que os genétipos sao
igualmente abundantes nesta populacdo, sendo o contrario, caracterizados com escasso

Eveness. Estes indices foram calculados segundo a Diversidade de Shannon-Wiener (2001) e
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Stoddar e Taylor (1998), tais estatisticas foram analisadas no Software R, com o pacote
poppr.

A riqueza alélica (Ra) ¢ uma medida de diversidade alélica ajustada pelo tamanho da
amostra de menor dimensao. Esta medida permite uniformizar as amostras em estudo de
modo a torna-las comparaveis. Estes pardmetros foram determinados através do programa
FSTAT versao 2.9.3.2 (Goudet, 1995).

O coeficiente de endogamia (Fjs), que traduz os niveis de heterozigotia/homozigotia
numa dada populacdo, foi obtido através do programa Arlequin v.3.1. (Excoffier et al.,
2005) para cada locus microssatélite. Os valores negativos de Fjs correspondem a um
excesso de heterozigotos e valores positivos a um défice de heterozigotos. Se Fjs=0 o
acasalamento entre os individuos de uma populagdo ocorre de modo aleatoério e H, = H,,
portanto, as frequéncias genotipicas encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (De

Meets et al., 2007).

D. Desequilibrio de ligagao

O desequilibrio de ligagdo ¢ a associa¢do ndo aleatoria de alelos em diferentes /oci, e
foi analisado com auxilio do programa Genepop versdo web (Raymond & Rousset, 1995;
Rousset, 2008).

Testes de significancia por randomizagdo sdo conceitualmente mais robustos do que
testes de aproximacodes analiticas simples quando queremos analisar desequilibrio de ligacao
(Haubold et al., 1998). Para isso sdo utilizados geralmente dois indices em associagdo em
testes de combinagdes de /oci, estes realizam reamostragem dos dados, objetivando obter
uma distribuicdo nula para a expectativa de acasalamentos aleatorios entre as populagdes
analisadas (Griinwald et al., 2003).

As andlises de significancia por randomizagdo foram utilizadas para testar o
desequilibrio de ligacdo entre /oci, para tanto utilizou-se o Sofiware R, pacote poppr que se
baseia nos indices (I4) € (# d). O indice r d foi uma alternativa proposta por Agapow & Burt

(2001) para normalizar os testes de varidncia realizados por I, ja que este indice representa o

numero real de /oci analisados, € por isso ¢ menos tendencioso de ser considerado.

E. Estruturacio populacional
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As analises da estrutura populacional foram calculadas empregando a andlise de
variancia molecular (AMOVA), com o programa Arlequin v.3.1 (Excoffier et al., 2005).
Esse método estatistico se baseia na geracdo de estimativas da variancia genética em
diferentes niveis hierarquicos (inter e intrapopulacional). Para as analises Bayesianas de
subestrutura populacional recorreu-se ao programa Structure versdo 2.3 (Pritchard et al.,
2000). A andlise de clusters foi feita sem informagdo a priori sobre a localizagdo das
amostras. A fim de obter o melhor numero de clusters (K) foram feitas 10 corridas, para K
de 1 a 7 (para o estudo 1). Para todas as corridas assumiu-se modelo de mistura, valor de
burn-in de 50000 interagdes com 50000 repeticdes. Estes resultados foram analisados pelos
programas Structure Harvester (Earl & Von Holdt, 2011) e CLUMPP (Jakobsson &
Rosenberg 2007).

Para testar se as populacdes sdo significativamente diferentes, realizou-se teste de
aleatorizagdo usando o pacote ade4 do Software R. Estas andlises se baseiam em
permutagdes aleatorias entre as matrizes de amostras, tal como descrito por (Excoffier, et al.,
1992).

Anadlises de Componente Principal (PCA) foram aplicadas para investigar a
estruturacdo populacional. Estas se baseiam em andlises multivariadas e s3o utilizadas para
identificar as estruturas genéticas em grandes conjuntos de dados. PCA resume a
variabilidade global entre individuos, que inclui tanto a divergéncia entre os grupos
(variabilidade genética estruturada), quanto a variagdo que ocorre no interior de grupos
(variabilidade genética "aleatoria") (Hotelling, 1933).

DAPC — Analise Discriminante de Componentes Principais foi aplicada para avaliar
estruturacao populacional mais aprofundada entre as regides estudadas. DAPC transforma os
dados utilizando anélises de componente principal (PCA) e posteriormente realiza a anélise
discriminativa (DA) entre grupos, esta abordagem garante que as varidveis sejam
perfeitamente ndo correlacionadas entre si, € que o seu nimero seja menor do que as
variaveis dentre individuos, tal pratica ndo implica na perda de informagdes, ja4 que todos os
componentes principais (PCs) podem ser retidos e, por conseguinte, toda a variacdo nos
dados originais conservadas. Apés a clusterizagdo com PCA os grupos sdo discriminados
com analises estatisticas de DAPC, que capta as diferengas entre os PCs retidos (Jombart et

al., 2010).
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Anélises de PCA e DAPC foram realizadas no Software R, com os pacotes adegenet

€ poppr.

F. Analise de Maxima Verossimilhanca.

O Programa ML-RELATE (Kalinowski et al., 2006), foi utilizado para estimar o grau
de relacionamento entre pares de individuos de uma amostra. Este programa aplica uma
estatistica de maxima verossimilhanga para classificar o relacionamento entre pares de
individuos em quatro classes de Pedigree genético: U (Unrelated) sdao individuos nao
relacionados, HS (Half-Sibs) meio-irmaos, FS (Full-Sibs) irmaos verdadeiros, ou irmaos

completos e PO (Parent-Offspring) pais e filhos.

G. Coeficiente de Inbreeding (F)

Endogamia refere-se a um excesso de homozigosidade em um determinado
individuo, devido ao acoplamento de pais geneticamente relacionados. Este excesso de
homozigosidade se da pelo fato de existirem chances ndo negligenciaveis de um individuo
homozigoto herdar dois alelos idénticos a partir de um ancestral comum recente. O
Coeficiente F' ¢ definido como a probabilidade de que em determinado /ocus, dois alelos
idénticos terem sido herdados de um ancestral comum. Coeficiente F' permite calcular a
probabilidade de um determinado estado (homozigoto / heterozigoto) em um dado genotipo
(log-probabilidades sdo somadas através de /oci), esta caracteristica ser definida por
Inbreeding ou endogamia (Wright, 1922; Falconer & Mackay, 1996).

O Coeficiente de Inbreeding foi calculado utilizando o Software R, pacote adegenet,
que primeiro calcula a média de endogamia para cada individuo, e traca uma distribui¢ao
geral da populagcdo com valores aceitos de probabilidade de endogamia quando sdo < 0,5.
Ainda, neste pacote de dados, ¢ possivel recalcular o Inbreeding para cada individuo
separadamente (que foi anteriormente identificado pelo célculo do Coeficiente F), e
conhecer quais as porcentagens, ou chances, deste individuo ser homozigoto através de

herang¢a de um ancestral comum (Jombart, 2008).
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IV. CAPITULO I

MACRO E MICRO-ANALISES POPULACIONAIS DE MOSQUITOS Ae.
aegypti DE DIFERENTES REGIOES DO BRASIL.

4.1. Justificativa

Com o objetivo de investigar as possiveis diferentes estruturacdes genéticas
existentes entre populacdes de mosquitos Ae. aegypti que colonizam diferentes regioes,
obtivemos amostragens representativas de cinco cidades do Brasil (Tabela 6; Figura 15).
Mosquitos adultos foram genotipados e submetidos a estudos populacionais (como visto no
item 3.1. Genotipagem por Microssatélites).

Um total de 446 mosquitos foram genotipados, utilizando 12 marcadores
microssatélites (Tabela 3). Esta etapa do trabalho foi realizada no laboratério do CMDT,
Instituto de Higiene e Medicina Tropical da Universidade Nova de Lisboa, em Lisboa —
Portugal.

Devido &s diferentes caracteristicas de cada amostragem, tais como, obtencdo das

amostras e regides amostradas, falaremos separadamente sobre cada localidade a seguir.

Tabela 6. Descricio da amostragem. Cidade e Estado de origem das amostras; Método de
coleta de ovos de Ae. aegypti utilizado pela Secretaria de Satide Local; Quantidade de Amostras
por localidade e Abreviaturas utilizadas neste trabalho para identificagdo de cada localidade em
Tabelas e Figuras.

Localidade Estado Metodologia N° de Abreviaturas*
de coleta amostras por
localidade
Belo Horizonte Minas Gerais ovitrampas 86 BH
Botucatu Sao Paulo ovitrampas 90 BTU
Campo Grande Mato Grosso do Sul ovitrampas 90 CG
Maringa Parana ovitrampas 90 MAR
Rondonépolis Mato Grosso ovitrampas 90 RON
Total de mosquitos 446
genotipados
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LOCAIS AMOSTRADOS

BELO HORIZONTE
BOTUCATU
CAMPO GRANDE
MARINGA
RONDONOPOLIS

PONTO DE COLETA

Figura 15. Mapa das cinco regiées amostradas. Partes coloridas: Estado de Origem das amostras;
Estrelas: referenciam os municipios de coleta, com escalas aproximadas. Figura adaptada da pagina do
Google Maps.

4.2. Caracteristicas das areas Amostradas.

e Belo Horizonte —- MG

O Municipio de Belo Horizonte esta localizado na regido Centro-Sul do Estado de
Minas Gerais. Tem sua populagdo estimada em 2.491.109 habitantes, segundo os dados do
Censo divulgados em Agosto de 2014. Estd situado a 852 metros de altitude, com clima
Tropical e temperaturas médias anuais entre 17 e 20°C, os indices pluviométricos estdo
proximos de 1.300mm anuais (IBGE, 2014).

No Municipio de Belo Horizonte, o combate a Dengue ¢ coordenado pela Prefeitura

Municipal através da Secretaria Municipal de Satide Ambiental (SMSA). As agdes pontuais
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do grupo social da SMSA mobilizam o SUS-BH por meio de projetos, tais como —Meu
bairro em foco” e —Quinta Itinerante”, no combate a doenca por meio de atuagdes técnicas e
ludicas nos territorios que apresentam altos indices de infestacdo vetorial e registros de
entrada de novos casos de Dengue. As acgdes sdao aplicadas seguindo a subdivisdo do
Municipio que ¢ estabelecida em nove Distritos Sanitarios, sendo estes chamados Regionais
(Norte, Centro-Sul, Pampulha, Barreiro, Venda Nova, Oeste, Noroeste, Leste ¢ Nordeste).
Tais unidades tém suas areas de abrangéncia constituidas por setores censitarios contiguos,
considerando as barreiras geograficas, a malha viaria e a populacdo residente (PMBH,
2014).

Mesmo com todo o esfor¢o da Secretaria de Satde local, o Municipio de Belo
Horizonte ha alguns anos vem sofrendo com epidemias de Dengue. Somente entre os meses
de Janeiro a Fevereiro de 2015, ja foram confirmados 336 casos da doenga. A Regional com
o maior numero de casos ¢ o Barreiro, com 92 confirmagdes, seguida pelas regionais
Noroeste e Oeste (PMBH, 2015).

O LIRAa (Levantamento Rapido de Indices para de. aegypti), referente a0 mosquito
Ae. aegypti realizado em janeiro de 2015, apontou indice menor que o do ano de 2014,
entretanto, apesar da baixa infestagdo a SMSA alerta a populagdo sobre os riscos de
transmissdo da Dengue e da Febre Chikungunya, ja que houve um aumento no percentual de
focos do mosquito dentro dos domicilios - de 80% no LIRAa de janeiro/14, para 84% em
janeiro/15 (SMSBH, 2015).

As andlises populacionais realizadas em nosso trabalho, com mosquitos Ae. aegypti
da cidade de Belo Horizonte, foram possiveis devido a obtengdo de amostras com o Dr.
Paulo Pimenta, Pesquisador do Centro de Pesquisas René¢ Rachou — FIOCRUZ — MG, o qual
possui uma colaboracdo pré-estabelecida com a Secretaria de Saide. A SMSA realiza a
distribuicdo das ovitrampas no Municipio, o Dr. Paulo Pimenta gentilmente arrecadou
amostras das ovitrampas e, posteriormente nos enviou os ovos de Ae. aegypti provenientes
do campo e coletados durante o més de Abril de 2013.

Os ovos foram separados por regionais e enviados para nosso laboratorio em
Botucatu - SP. J4 no insetario foram mantidos em temperatura, umidade e fotoperiodo
controlados até a fase adulta dos mosquitos. Na fase adulta os mosquitos foram organizados
por regionais (Figura 16) e escolhidos aleatoriamente para analise total da populacao de

Belo Horizonte.
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MAPA DO MUNICIPIO DE BELO HORIZONTE - MG

CENTRO-SUL

== &
REGIOES DE COLETA
o=

@» REGIOES NAO AMOSTRADAS

*1-9 — IDENTIFICACAO DA REGIAO

Figura 16. Mapa das sub-regioes amostradas em Belo Horizonte. Cores em
gradiente de verde representam as regides amostradas, e os numeros em vermelho, a
identificacdo de cada Regional segundo informagdes prévias da Secretaria de Saude
local. Fonte: Mapa adaptado do Google Maps.

e Botucatu — SP

Botucatu é uma cidade localizada no Centro-Oeste do Estado de Sao Paulo, com uma
area de 1,482 km? e a populacdo estimada em 137.899 habitantes (IBGE, 2014). O clima ¢
Tropical de altitude e possui duas estagdes bem definidas, uma estacdo seca e fria, entre
maio e outubro, e outra estagdo chuvosa e quente, entre novembro e abril (PMB, 2014a).

No municipio de Botucatu a vigilancia e o controle de 4e. aegypti sdo realizados pela

Prefeitura Municipal, mais especificamente pelo 6rgao de Vigilancia Ambiental em Saude
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(VAS). Uma das metodologias adotada pelo Municipio para monitoramento da infestagdo de
mosquitos ¢ a Avaliagdo da Densidade Larvaria (ADL). No més de julho de 2014 foi aferida
a ADL e, nesta acdo foram investigados 3.537 imdveis, destes apenas 0,5% estavam
infestados com larvas de Ae. aegypti. Levando em consideracdo o indice preconizado pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para infestagdes, o valor encontrado para o
Municipio na ocasido foi classificado como satisfatorio. Quanto aos casos de Dengue, neste
mesmo ano foram registrados em sua maioria casos importados (18), em que o individuo se
infectou fora do local onde foi diagnosticada e apenas 2 casos autdctones, quando a infeccao
ocorre no proprio municipio. Os casos autoctones foram rapidamente identificados e a VAS
juntamente com a Secretaria de Saude impediram a transmissao (PMB, 2014b).

Entretanto, em 2015 o Municipio obteve um aumento significativo de casos da
doenga. Até o inicio do més de margo foram confirmados 53 casos de Dengue, sendo 18
casos importados e 35 autoctones. A preocupacao com o avango da Dengue no municipio é
crescente, visto ndo apenas o periodo de chuvas que ocorre nesta época, mas também pelo
nimero elevado de materiais que acumulam 4gua e continuam a ser encontrados pelos
agentes de satde publica em residéncias e terrenos baldios do Municipio. Em janeiro de
2015, a ADL apontou indice de 5,5 o que representa que a cada 100 imoveis pesquisados no
municipio, de cinco a seis tem focos com larvas de Ae. aegypti. Levando em consideragdo o
indice abaixo de 1, preconizado como satisfatorio pela Organizacdo Mundial da Saude, o
risco de surto de Dengue ¢ real (PMB, 2015).

Para nosso estudo, ovos de mosquitos Ae. aegypti foram coletados pela VAS durante
o meés de Abril de 2013, as coletas foram acompanhadas e realizadas num periodo total de
duas semanas. Previamente a cidade de Botucatu foi divida em 4 grande Regides (Figura
17), e realizada uma estimativa do n° de ovitrampas/n° de casas, assim as ovitrampas foram
distribuidas de forma a cobrir toda a area do Municipio.

As amostras foram gentilmente cedidas pela VAS e levadas ao nosso laboratorio na
Unesp — Botucatu ao fim das duas semanas de coleta. J4 no insetario, os ovos foram
mantidos em temperatura, fotoperiodo e humidade controladas até a fase adulta dos
mosquitos, onde estes foram separados por espécie (de. aegypti € Ae. albopictus). Mosquitos
identificados como Ae. aegypti foram selecionados e estocados em freezer a -20°C.

Para os estudos populacionais, os mosquitos congelados foram escolhidos
aleatorimente, objetivando tornar a amostragem representativa para toda a area do Municipio

de Botucatu.
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MAPA DO MUNICIPIO DE BOTUCATU - SP
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Figura 17. Mapa das sub-regioes amostradas em Botucatu. Cores em gradiente de
azul representam as regides amostradas, e os nimeros em vermelho, a identificagao de
cada Regional segundo informacdes prévias da Secretaria de Vigilancia Ambiental em
Saude. Fonte: Mapa adaptado do Google Maps.

e Campo Grande — MS

A cidade de Campo Grande estd localizada na regido Centro-Oeste do Brasil e ¢
a capital do Estado de Mato Grosso do Sul. Possui temperaturas bastante varidveis durante o
ano, com predominancia de clima tropical. Possui duas estagdes muito bem definidas:
quente e umida no verdo e menos chuvosa e mais amena no inverno, a Precipitacdo média
anual ¢ de 1.534mm (PMCG, 2014a). Sua populagdao possui cerca de 843.120 habitantes
segundo dados recentes do IBGE (IBGE, 2014).
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A populagdo de Campo Grande vem convivendo com a Dengue, desde o ano de
1986. O sorotipo DEN-1 era predominando naquela época, entretanto, dez anos depois foi

constatado o sorotipo DEN-2 no Municipio. O qual foi responsavel pela epidemia que

ocorreu no ano de 2002, chegando aproximadamente a 13.000 notificagdes. Em 2005, novo
sorotipo foi identificado em circulagdo, o0 DEN-3, que devido a existéncia de uma populacao
susceptivel e condi¢des favoraveis, veio a deflagrar nova epidemia em 2007 (PMCG, 2012).

Segundo a Secretaria Estadual da Saude do Estado de Mato Grosso do Sul, até o més
de Marco de 2015, 1.290 novos casos foram notificados em Campo Grande (SESMS, 2015).
Apesar deste numero ser considerado de média incidéncia, o Municipio de Campo Grande
vem mobilizando uma forca-tarefa com 136 agentes de saude para atuar em agdes de
preven¢do a Dengue em alguns bairros da cidade, onde a ADL identificou risco de epidemia
devido a grande quantidade de criadouros encontrados (PMCG, 2015).

Em Campo Grande, a Secretaria Municipal de Saude Publica (SESAU) juntamente
com o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) realiza agcdes de controle de Ae. aegypti no
Municipio. Estes 6rgdos possuem um comité de mobilizagdo de Combate a Dengue, tendo
como objetivo a mobiliza¢ao para educagdo permanente da populagdo, através de parcerias
com o6rgdos ¢ entidades, conscientizagdo nas escolas, informes educativos no jornal da
associacdo comercial e a vistoria em imoveis sem ocupacao (PMCG, 2014a).

Outro grande problema que o Municipio enfrenta € o risco de transmissdo da Febre
Chikungunya, em 2013 foram notificados 61 casos suspeitos da doenga, entretanto até
setembro deste mesmo ano, somente um paciente foi confirmado com infeccdo de caracter
autdctone por este virus (PMCG, 2014b).

Em nosso estudo, a colaboragdo com a Dra. Alessandra Gutierrez de Oliveira
(Pesquisadora na Universidade Federal do Mato Grosso do Sul) possibilitou a obtencdo das
amostras de Ae. aegypti do Municipio de Campo Grande. A Dra. Alessandra possui uma
prévia colaboracdo com a SESAU-CCZ, o que possibilitou nossa participagdo nas coletas e
posterior obtencdo das amostras. As amostras utilizadas neste estudo foram obtidas através
de ovitrampas provenientes de 7 Bairros da cidade de Campo Grande. As coletas ocorreram
durante o0 més de Fevereiro de 2013, e os bairros amostrados foram: Moreninha, José
Pereira, Nasser, Pioneiros, Novos Estados, Santa Emilia e Carvalho (Figura 18).

Os ovos eram enviados ao Laboratorio da UFMS e mantidos em insetario até a fase

adulta. Ja nesta fase, foram separados por Bairros de origem e estocados em alcool [70%],

74



para posteriormente serem enviados ao nosso laboratério na Unesp em Botucatu, para

extracdo do DNA e posteriores analises genético populacionais.

MAPA DO MUNICIPIO DE CAMPO GRANDE - MS

@D BAIRROS AMOSTRADOS

*1-7 — IDENTIFICAGAO DA REGIAO

Figura 18. Mapa das sub-regiées amostradas em Campo Grande. Cores em vermelho
representam as regides amostradas, e os numeros em preto, a identificacdo de cada Bairro
segundo informagdes prévias da Secretaria Municipal de Saude Publica (Sesau e CCZ). Fonte:
Mapa adaptado do Google Maps.

e Maringa — PR

O Municipio de Maringd possui sua popula¢do estimada em 391.698 habitantes,
segundo o IBGE (2014), e esta situada na regido Norte Central do Estado do Parana. O clima
do Municipio € subtropical, com temperaturas médias anuais de 21.5 °C. As chuvas sdo bem
distribuidas durante o ano, porém com maior tendéncia nos meses de verdo (PMM, 2014).

O Municipio de Maringa possui sua area urbana distribuida em continuidade com os

Municipios de Pai¢andu e Sarandi, a este Area Urbana Continua se d4 o nome de AUC—
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Maringd. Os municipios de Maringé apresentam registros historicos de casos de Dengue que
seguem proporcionalmente os casos na escala estadual, nacional e mundial (Junior e
Mendonga, 2012).

Surtos da doenga comecaram a aparecer em 1995, quando foram registrados 830
casos suspeitos de Dengue. Ja em 2002, foram notificados mais de 650 casos positivos e 02
obitos pela Febre Hemorragica da Dengue (FHD). No ano de 2007, uma notéavel epidemia
notificou mais de 7.900 casos positivos e 06 obitos, sendo 05 deles por FHD. Neste periodo
epidémico, o Municipio chegou a apresentar uma média de 110 notificagdes diarias (Junior e
Mendonga, 2012).

Em conjunto com o Comité Municipal de Combate a Dengue, a Secretaria de Saude
realiza campanhas junto ao publico nas Unidades de Saude, empresas e instituicdes (PMM,
2015a). Além dessas agdes, o LIRAa ¢ realizado para controlar a infestacdo de Ae. aegypti
no Municipio, em 2015 foi aferido durante o més de janeiro com indice de 2,2%. Este indice
¢ apontado pelo Ministério da Satide como sinal de alerta, por isso os agentes ambientais do
municipio continuam as acdes de orientacdo e combate ao mosquito (SSM, 2015). Quanto
aos casos de Dengue no Municipio, at¢ o més de margo de 2015, foram notificados 658

casos, sendo apenas 59 confirmados, o restante segue em investigagdo (PMM, 2015Db).

e Rondonopolis — MT.

O municipio de Rondondpolis pertence a regido Sudeste de Mato Grosso e possui
clima Tropical quente e sub-umido. A precipitacdo anual ¢ de 1.500mm, com temperatura
média 24° C anuais e maximas de 40° C (PMR, 2014). Sua populag¢do em 2014 foi estimada
em aproximadamente 211.718 mil habitantes (IBGE, 2014).

O controle de Dengue no municipio de Rondondpolis € realizado pela Secretaria de
Vigilancia Ambiental (SVA) em parceria com o Departamento de Vigilancia
Epidemiologica, que além do levantamento do indice larvario realizado com frequéncia no
municipio, os agentes de Vigilancia Ambiental atuam constantemente nas agdes de
conscientizacdo dos moradores e orientacdes sobre como prevenir a Dengue com iniciativas
simples (PMR, 2015a).

No ano de 2013 foram registrados 1.820 casos de Dengue em Rondonopolis, além da
introdugdo do sorotipo DEN-4, que devido a susceptibilidade dos moradores desta regido,

ocasionou um dos piores surtos da doenga que o Municipio ja enfrentou. Foram realizadas
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um total de 3.413 notificacdes em 2013, sendo que 53% deste resultaram em casos
confirmados de infecgdes por Dengue, isto somente entre janeiro e dezembro deste mesmo

ano (PMR, 2015b).

e Amostragem de Ae. aegypti de Maringa e Rondondépolis

As amostras das cidades de Maringa e Rondonopolis foram gentilmente cedidas pelo
Dr. Mario Antonio Navarro, professor e pesquisador da Universidade Federal do Parana
UFPR.

A coleta das amostras destas duas localidades foram realizadas por empresas
terceirizadas, ¢ segundo informagdes do Dr Mario seguiram a metodologia de Ovitrampas.
Apbs a realizacdo das coletas, os ovos de Ae. aegypti foram enviados a seu laboratdrio na
UFPR-Curitiba, para desenvolvimento dos adultos, estes foram mantidos em condigdes
controladas de temperatura, umidade e fotoperiodo até a fase adulta destes.

Os ovos recebidos pelo grupo do Dr. Mario foram colocados em uma gaiola (uma
gaiola para cada cidade amostrada) para o desenvolvimento dos adultos, posteriormente, ja
na fase adulta, uma amostra representativa de cada Municipio foi mantida em alcool [70%]
para os estudos genéticos que o grupo desenvolve.

Para nosso estudo arrecadamos as amostras ja selecionadas pelo grupo do Dr. Mario,
as quais foram provenientes do campo e selecionadas de forma a representar a localidade
amostrada. Os mosquitos adultos foram enviados para nosso laboratério, na UNESP —
Botucatu e mantidos em alcool [70%], estes foram identificados e posteriormente

submetidos aos métodos de extragdo de DNA adotas em nosso trabalho.

4.3. Resultados

A. Analise de poder discriminatorio e manipulacio dos dados.

Andlises estatisticas foram realizadas para investigar a qualidade dos dados gerados
com as genotipagens, bem como qudo informativos foram os marcadores microssatélites por

nods selecionados.
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A primeira ferramenta que utilizamos foi a curva acumulativa de genoétipos, que
permite avaliar o nimero de /oci ideal para analises discriminativas visando estudos
populacionais. Esta analise considera o nimero de individuos amostrados e a variabilidade
genética observada. Nos utilizamos uma fungao de 1.000 bootstraps para cada boxplot, isto
significa que cada locus foi amostrado aleatoriamente 1.000 vezes, considerando os dados
observados, antes de ser gerada a curva de informagdes retidas.

Para nossos dados o plateau de variabilidade genotipica foi alcancado com 9 /loci
microssatélites (Figura 19), ou seja, a captacao de polimorfimos entre os individuos pode
ser discriminada com 9 dos 12 loci utilizados. Esta andlise comprovou a capacidade dos
marcadores que utilizamos para realizar analises discriminatorias entre individuos e

populagoes.

ACUMULO DE GENOTIPOS

,,,,,,, ESTE RN —— ' FT'

DT —

NUMERO DE GENOTIPOS MULTILOCUS

NUMERO DE LOCI

Figura 19. Curva de acimulo de Genoétipo. Eixo y: nimero de individuos genotipados;
Eixo x: nimero de loci utilizados para genotipagem. Boxplot representando a distribuigdo
dos valores calculados 1.000 vezes para cada locus. Grafico gerado no Software R, pacote

poppr.

Em /ocus microssatélites, a ocorréncia de alelos nulos pode causar desvios no HWE,

levando a conclusdes erradas sobe a diversidade genética das populacdes. Estes podem ser
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caracterizados pela ndo amplificagdo na PCR, devido a ocorréncia de algum problema
técnico e, portanto, ndo sdo detectados quando os individuos sdo genotipados (Zhang &
Hewitt, 2003). Alguns individuos do nosso conjunto de dados nao foram possiveis de serem
genotipados e, desta maneira, atribuidos na planilha de dados com o valor 0 (zero). Para
determinar a quantidade de individuos sem informagdo (ou missing datas), que poderiam
influenciar negativamente em nossas andlises, avaliamos a porcentagem destes para cada
locus e populagoes.

Na Figura 20 podemos verificar a porcentagem de missing data identificada em
nossos dados. O heatmap ao lado da figura representa as cores em escala para os percentuais
de menores a maiores valores. As porcentagens para cada populacdo ou locus podem
também ser observadas no grafico juntamente com as cores que caracterizam os valores

obtidos.
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Figura 20. Porcentagem de missing data. Porcentagem de dados faltantes. O heat map ao lado da
figura determina quais /oci e populagdes possuem menor ou maior porcentagem de informagdes
faltantes. Eixo x: popula¢des em estudo; eixo y: loci utilizados para genotipagem. Cor azul
representam /oci com até 5% de missing data; Cor amarela representam /oci com mais de 50% de

missing data.
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Apenas para a populacdo de Campo Grande temos um excesso de missing data no
locus 201AAT1 (53,09%), como este padrdo ndo foi observado em outras populacdes,
atribuimos esta falta de individuos informativos a genotipagem desta populagdo, que pode
ter sido inferior devido a qualidade do DNA utilizado. Durante as amplificagdes por PCR,
em alguns individuos//ocus precisamos aumentar a quantidade de DNA para conseguir uma
amplificagdo satisfatoria.

O total de informacdes faltantes para todas as populagdes foi baixo (3,04%), por isso
nao foi necessario excluir nenhum /Jocus das posteriores analises. Porém, para melhor
acuracia dos resultados, retiramos individuos que tinham informagdes faltantes em mais de 6

loci, ou seja, individuos que nao foram genotipados pela metade dos /oci aqui utilizados.

B. Diversidade genética

¢ Frequéncias Genotipicas

Andlises de Diversidade Genotipica (MLG — Multilocus Genotypes) apontam
consideravel diversidade entre os genotipos obtidos, os parametros analisados e os valores
encontrados para cada populagao se encontram na Tabela 7 e serdo discutidos a seguir.

Segundo o indice de Shannon-Wiener (H), os valores que se aproximam de zero,
indicam baixa diversidade genética. Em nosso estudo podemos considerar Diversidade
Genotipica alta nas populacdes analisadas, ja que os indices para todas as populacdes foram
altos (em média 4,0). Maior diversidade foi encontrada nas populacdes de Maringa e
Rondonopolis (4.50), ja a menor diversidade foi detectada para a populacdo de Belo
Horizonte (4.04). Resultado similar foi obtido no indice de Stoddar e Taylor (G), o qual
também indica Diversidade Genotipica, o menor valor foi observado novamente para
mosquitos da cidade de Belo Horizonte (56.1), e maior valor para as popula¢des de Maringa
e Rondondpolis (90.0).

Os indices de Shannon-Wiener (H) e Stoddar e Taylor (G) sdo indices apropriados
para medir Diversidade Genotipica, entretanto os calculos acompanham a diversidade pelo
total de individuos analisados em cada populacao, por isso maior fidedignidade ¢ observada

considerando-se o indice de Diversidade Genotipica Imparcial (Hexp), que é baseado na
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Heterozigosidade esperada de Nei (1978) e calcula a diversidade para todas as populacdes
usando também as frequéncias genotipicas, mas dimensiona estes valores de acordo com o
menor valor de tamanho amostral, esta estimativa calcula a probabilidade de 2 gendtipos
selecionados aleatoriamente serem diferentes, o valor varia entre 0 e 1. Para nossos dados,
em todas as populacdes este valor se aproxima de 1, o que corrobora com os indices H e G ja
observados, confirmando os pressupostos de alta Diversidade Genotipica em todas as
populagdes aqui estudadas.

Outras estimativas de Diversidade Genotipica analisadas foram os valores de oMLG
(MLG observado) comparados com os valores de eMLG (MLG esperado), eMLG ¢
calculado baseado no menor valor de tamanho amostral. Os valores observados foram em
sua maioria superiores aos valores esperados, indicando Riqueza Genotipica consideravel

nas cinco populagdes analisadas.

Tabela 7. Diversidade Genotipica. Pop: nome das populagdes; N: nimero de individuos
observados; oMLG: nimero de genotipos multilocus observado; eMLG: Numero de
gendtipos multilocus esperado (com base no menor numero amostras — 58); SE: erro
padrdo baseado em MLG; H: indice de Shannon-Wiener; G: indice de Stoddart e Taylor;
Hexp: Heterozigosidade esperada - Nei; E = indice de uniformidade. (Valores calculados
pelo pacote poppr, Software R).

Pop N oMLG eMLG H G Hexp E

BH 58 57 57 4.04%* 56.1** 0.999**  0.990**
BTU 87 87 58 4.47 87.0 1.000 1.000

CG 81 81 58 4.39 81.0 1.000 1.000
MAR 90 90 58 4.50* 90.0* 1.000 1.000
RON 90 90 58 4.50* 90.0* 1.000 1.000
Total 406 405 58 6.00 404.0 1.000 0.998

Numeros em negrito representam os maiores ¢ menores valores para os indices calculados;
*maior valor; **menor valor.

O indice de distribuicdo dos genotipos (Eveness — E) indica equabilidade na
abundancia da riqueza genotipica em populacdes naturais, os valores podem variar entre 0 e
1, sendo os numeros mais proximos de zero, indicadores de falta de homogeneidade na
distribuicao de riqueza genotipica entre individuos de uma populacgao.

Das cinco populacdes aqui avaliadas, apenas mosquitos de Belo Horizonte

apresentam Eveness menor (0,990), entretanto apesar de terem o menor valor para este
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indice, podemos considerar equidade na distribui¢do de riqueza genotipica, ja que o valor

encontrado estd muito proximo de 1.

e Frequéncias Alélicas

Apos o calculo das Frequéncias Alélicas e dos histogramas organizados, observamos
que as frequéncias para os alelos de cada locus variaram consideravelmente entre as
populagdes estudadas, assim como a distribui¢do dos alelos nas populagdes (Figura 21).

Estimativas de diversidade denética baseadas em frequéncias alélicas que serdo
citadas nos proximos paragrafos (Riqueza Alélica, Heterozigotia Esperada e Observada,
Coeficiente de Endogamia e Alelos privados) encontram-se descritas na Tabela 8, para
todos os loci e populagdes.

Dentre os 12 loci, os que apresentaram maior valor de riqueza alélica foram: 88AT1
para as cidades de Botucatu (10) e Campo Grande (8); AG2 para as cidades de Belo
Horizonte (11), Maringé (13) e Rondonopolis (9). Destes 12 loci, o que apresentou menor
valor de riqueza alélica foi o locus AC4 (2) para as cinco populagdes em estudo.

Valores de Heterozigosidade observada variaram entre 0,09302 no locus CT2 e
0,79775 no locus AG2 para mosquitos da cidade de Botucatu; 0,32558 no locus AC4 e
0,7907 nos loci AG2 e 884T1 nas amostras de Belo Horizonte; 0,09524 no locus CT2 e
0,62025 no locus AG4 em mosquitos de Campo Grande; 0,25556 no locus B2 e 0,83333 no
locus 884AT1 em mosquitos provenientes de Maringé; e 0,17778 no locus CT2 e 0,78889 no
locus AG2 para mosquitos da cidade de Rondonopolis.

Comparando os valores de Ho (observada) com os valores He (esperados), estes
foram em geral menores para todas as populagdes e alguns loci, entretanto ndo indicam
discrepancia significativa entre estes indices.

Os desvios do HWE apresentaram e permaneceram com déficit de heterozigotos apds
a correcao com o ajuste de Bonferroni para a cidade de Campo Grande em 6 loci: AC2, Al,
B2, 884TI, AC7 e AG2. Para as cidades de Maringd e Rondonopolis os loci ndo se
apresentaram em desvio do HWE. Ja para a cidade de Belo Horizonte, 4 loci (AGI, 88AT1I,
AG2 e AGS) permaneceram em HWD apds a corre¢do com o método sequencial de
Bonferroni. Identificamos considerdvel HWD entre loci para as populagdes de Belo
Horizonte e Campo Grande, este resultado sugere que estas duas populacdes apresentam

excessos de homozigotos ou endogamia dentre os individuos.
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Figura 21. Frequéncias Alélicas para cada locus e Populag¢des. Populagdes: MG — Belo Horizonte; BT —
Botucatu; MS — Campo Grande; PR — Maringa; MT — Rondondpolis; Legenda de cada grafico- Eixo X: as cinco
populacdes em estudo; Barras coloridas: os alelos identificados (legenda para cada barra/alelo localizada abaixo de
cada grafico, com o tamanho dos alelos em pb); Eixo y: porcentagem para cada alelo, em cada populagio.

83



Tabela 8. Diversidade Genética dos individuos das 5 diferentes regioes analisadas neste trabalho. N: nimero de individuos genotipados. Numero de
Alelos; Rigeuza Alélica por locus e por populagdo; Allelic Richness per /ocus and population baseado no nimero minimo de amostras (38 individuos)
calculado no FSTAT; Ho: Heterozigosidade Observada; He: Heterozigosidade esperada, calculadas no Arlequin v3.1; FIS coeficiente de endogamia, calculado
no FSTAT e P: Alelos Privados (média). Os valores em negrito indicam os /oci em desequilibrio de Hardy—Weinberg ap6s a Corre¢ao de Bonferroni com **p <
0.005.

LOCI
Al AG1 AGS ALC2 T2 AGS B2 ACT AG2 BBAT1 2018AT1 AC4 All loci
Populations Total Mean
Lietic Richress 4 3 4 3 2 4 2 4 9 10 4 2 51 43
M2 of aimies 4 3 7 3 2 5 3 7 12 11 4 2 63 5.3
Botucatu—SP S 0,57689 0,52669 0,69468 0,63642 0,15041 0,68876 0,36152 0,51908 0,77833 0,7938 0,62012 0,26662 05511
N=50 ots, et 0,42353* 0,51136 0,625 0,53333 0,09302 0,66292 0,35955 0,48315 079775 0,67692 0,53226 0,26966 10,5041
sis 0,032 0,374 -0,042 0,038 -0,197 0,015 -0,214 -0,298 -0,18 0,103 0,152 -0,189
BiF] 230(0,0077) 1
Allelic Richness 4 3 4 3 2 4 2 4 ] ] 4 2 50 4,2
N2 of alleles 4 3 4 3 2 4 2 4 10 ] 4 2 51 4.3
Belo Horizonte -MG E 0,64558 0,65562 0,59655 0,64303 0,22714 0,7045 0,26447 0,57106 0,69355 0,81814 0,7033 0,36942 0,5744
MN=58 Dimg, Hat, 0,7069 0,39655* 0,58621* 0,58621 0,25862 0,7069 0,31034 0,65517 0,68966% 0,72414% 0,60345 048276 01,5388
sis -0,096 0,397 0,017 0,089 -0,14 -0,003 -0,175 -0,149 0,006 0,116 0,143 -0,31
PiF] 0
Lietic Richress 4 3 5 3 3 7 4 5 7 3 5 2 56 47
M2 of aimies 4 4 -] 3 3 7 5 6 3 3 5 2 61 5.1
Campo Grande —MS Exp, Het, 0,67965 0,54631 0,64343 0,63056 0,11377 0,70926 0,13972 0,62994 0,74078 0,74718 048877 0,361%9 01,5359
N=90 ots, et 0,56977%* 0,56667 0,59211 0,34146% 0,08524 0,62025 0,07865* 0AT727* 0,60227% 0,51613% 0,52632 0,37647 0,4628
sis 0,162 -0,037 0,08 0,46 0,164 0,126 0,438 0,243 0,188 0,311 -0,078 -0,04
BiF) 182(0,0119) 154(0,0127) 110(0,0056) 321(0,0132) 5
115 {0,0225)
Allelic Richness 3 3 7 3 2 5 2 B 13 10 4 2 60 5,0
N2 of mliies 4 3 7 4 2 6 2 7 16 11 4 2 68 57
E 0,627 0,62886 0,74264 0,62092 0,33495 0,65736 0,28672 0,65661 0,74047 0,82452 0,69901 0,29398 0,5928
. . ots, et 0,51111 07 0,66667 061111 0,37778 0,61111 0,25556 0,61111 0,68889 0,83333 067778 0,33333 10,5731
Ma:nfg{;PR sis 0,186 -0,114 0,103 0,016 -0,129 0,071 0,109 0,07 0,07 -0,011 0,031 -0,135 0,0223
BiF) 190(0,0056) 156(0,0056) 147 (0,0056) 164(0,0111) 246(0,0111) 8
168 (0,0333)
170(0,0111)
172 (0,0056)
Allelic Richness 5 3 B 3 2 B 2 5 ] ] 4 2 56 4,7
N2 of alleles 5 4 B 3 2 B 2 5 11 10 5 2 61 51
Rondonéplis— MT Exp, Het, 0,417863 0,4964 0,69646 0,5653 0,19863 0,73253 0,30112 0,70397 0,75376 08121 0,61608 0,28672 01,5484
N =390 oes, Hat, 0,47191 0,44444 0,64444 0,6000 0,17778 0,68889 0,3 0,76667 0,78889 0,71111 0,58889 0,23333 10,5347
sis -0,124 0,105 0,075 -0,062 0,106 0,06 0,004 -0,09 -0,047 0,125 0,044 0,187
BiF] 155 (0,0056) 170(0,0667) 160(0,0222) 333 (0,0056) 5
171 (0,0056)




Os valores de Fis (Coeficiente de Endogamia) foram na maioria dos /loci, valores
negativos, indicando panmixia nas populagdes. Mesmo quando analisamos os valores
positivos de Fis, os nimeros sdo proximos de 0 (zero), sugerindo auséncia de endogamia nas
populagdes analisadas.

ApoOs 66 comparacdes par a par entre loci geradas pelo programa Genepop, 0s
resultados para testes de Desequilibrio de ligagdo mostraram associagdo positiva entre dois
loci (A1 e AC4) para a cidade de Botucatu; para a cidade de Campo Grande entre 4 /oci
(AG1 e AG4, AC7 e AG2, AC7 e 88ATI1; AG2 e 88AT1); entre 5 loci (AGS e AG4; AG4 e
88ATI; AGS e AG2; AGS5 e 88AT1; B2 e AC7) para a cidade de Maringa; e para a cidade
de Rondonopolis nenhum /oci teve associagdo positiva nas comparagdes par a par. Apds as
comparagoes, para a cidade de Belo Horizonte, 5 loci foram associados positivamente (AG1
e AC2; AGS5 ¢ 88AT1; AG4 ¢ 88AT1; Al e 201AATI1; AC2 e CT2).

Célculos de randomizacao para testar associagdes entre /oci foram executados para as
cinco populacdes em estudo. Esse teste se baseou em 1.000 permutagdes dos indices de
associagdo (I4) e indice de associagdo standardizado (r d). Os resultados podem ser
observados na Tabela 9. Associa¢do positiva € sugerida, com valores de p significativos,
para a populacdo de Belo Horizonte nos dois indices calculados (I, = 1.070; p = 0.001; r d
=0.098; p=0.001). Mesmo quando consideramos os valores obtidos para o indice r d, que é

menos tendencioso, associacao entre /oci pode ser considerada.

Tabela 9. Desequilibrio de ligacio. I, - Indice de associagdo entre os
individuos; pl; - valor de p do indice de associagdo; r d = indice de
associagdo standardizado; pr d = valor de p de r d. Valores gerados no
Software R utilizando o pacote de dados poppr.

Ia pla rd prd

BH 1.070 0.001 0.098 0.001
BTU 0.158 0.840 0.014 0.843
CG 0.157 0.292 0.015 0.276
MAR 0.032 0.272  0.002 0.271
RON 0.055 0.151  0.005 0.151

*Em negrito valores que indicam Desequilibrio de ligacao.
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Tais fatores sdo evidenciados no histograma gerado pelas analises de randomizacao

(Figura 22-E), a distribui¢do dos dados observados esta plotada fora da distribuicdo

esperada, isto ocorre nos dois indices avaliados (lado esquerdo - histograma de I4; lado

direito - histograma de r d). Neste caso, rejeitamos a hipotese nula de ndo ligagdo e

aceitamos a hipotese alternativa de ligagdo entre loci. Para as demais populagdes (Figura

22, histogramas de A-D) pode-se verificar que a distribuicdo dos dados observados estd

sobreposta com a distribuicao esperada, neste caso aceitamos a hipotese nula de ndo ligacao

entre loci.
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*Continuagao préxima pagina.

86



POPULACAO - BH
TOTAL = 58 INDIVIDUOS
p = 0.001

Ia ‘ I Ty

Observed! Observed |
(p-value: 0.001); (p-value: 0.001)!

Jdo- - . il - .
L oom— | L | — ]

0.000 0025 0050 0078 0.100

0.025
Value

Figura 22. Histogramas de desequilibrio de ligacdo. Linha azul pontilhada: distribui¢do observada dos
dados; Barra cinza: distribui¢do esperada para os dados. Foram calculados dois indices para testar
desequilibrio de ligagdo, (1) - histogramas a esquerda da figura; (» d) - histogramas a direita da figura
- utilizando 1.000 testes permutacionais. Imagens geradas pelo Software R, pacote poppr.

Em analises de Diversidade Genotipica ou Diversidade alélica, os /loci que
apresentaram algum nivel de DL ou estdo em DWE nao se repetiram em todas as populacdes
em estudo, assim como, ndo foram consistentemente os mesmos. DL e HWD foram
identificados em maiores escalas somente para as populagdes de Campo Grande e Belo
Horizonte, as demais populagdes analisadas apresentaram ou DL ou HWD. Testes
randomizados para associagdo entre /oci identificaram DL significativo somente para a
populagdo de BH. Valores de Fis indicaram ndo endogamia entre mosquitos das cinco
populagdes avaliadas.

Os resultados apontam que as instabilidades observadas para as populacdes de BH e
CG sejam locus-especificas e podem ter ocorrido devido a algum efeito populacional para
mosquitos destas localidades, por isso ndo eliminamos nenhum /ocus das anélises.

Posteriormente, realizamos andlises de estruturacdo populacional objetivando

identificar algum efeito populacional que poderia estar influenciando essas instabilidades.

C. Estruturacao Populacional




e Macro Estruturacao Populacional

Estimativas de Fsy foram calculadas para cada par de populagdes e total de /oci a fim
de avaliar a Distancia Genética dos mosquitos provenientes das cinco populagdes em estudo
(Tabela 10). O maior valor de Fsr obtido foi de 0.053, sugerindo maior distancia genética
entre as populagdes de mosquitos provenientes de Belo Horizonte e Rondonopolis. O menor
valor de Fst gerado foi entre as cidades de Campo Grande e Rondondpolis (0.017),
indicando menor distancia genética entre os individuos destas regioes.

Avaliamos ainda, os valores de Fist entre as cidades de Maringa e Botucatu (0.019),
este valor baixo sugere semelhanca genética entre os mosquitos destas regides. Ja entre as
cidades de Maringa e Rondonopolis o valor foi maior (0.036) sugerindo, desta vez maior

diferenga entre os mosquitos destas localidades.

Tabela 10. indices de fixacdo Fs; (Weir & Cockerham, 1984) obtidos entre pares de
populacdes e para o total de loci microssatélite analisados. Valores calculados com o
Programa Arlequim. Valores de p <0.001.

Belo
Horizonte Botucatu Camno Grande Maringé Rondonépolis

Belo Horizonte - - - - -

Botucatu 0.032 - - - -
Campo Grande 0.046 0.018 - - -

Maringa 0.024 0.019 0.026 - -
Rondondpolis 0.053* 0.026 0.017%* 0.036 -

Em negrito, os maiores € menores valores de Fist encontrados. *maior valor; **menor valor.

Os resultados obtidos de Fst apontam similaridade Genética entre individuos quando
distancias geograficas sao menores. Nossos dados indicaram as populagdes de Rondondpolis
e Belo Horizonte como mais distantes geneticamente, o que estd de acordo quando

consideramos a distancia espacial existente entre estas regides.
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Anadlise por AMOVA calculada pelo Programa Arlequim indicou que as populagdes
possuem maior diferenciagdo internamente (97.01; p-valor 0.0000) do que entre as
populagdes (2.99; p-valor 0.0000).

Para testar se as populagdes sao significativamente diferentes, realizamos um teste de
aleatorizacdo, que calcula os componentes de varidncia através de uma abordagem
permutacional, este teste ¢ baseado em AMOVA. Adotamos aqui trés diferentes testes de
significancia para:

- variagdes internas;

- variagdes entre amostras;

- variagOes entre as populagoes.

O resultado pode ser observado na Tabela 11 e Figura 24.

Tabela 11. Significincia de variacées. Significancia das variacdes entre trés
diferentes hierarquias. Analises baseadas em Analise de Variancia Molecular
(AMOVA). Testes gerados no Software R com o pacote ade4.

TESTE OBSERVADO P
Variagdo interna 5.25 0.001
Variagao entre amostras 0.60 0.001
Variacdo entre populacées -0,05 0.425

Trés histogramas foram gerados, e representam a distribui¢do hierdrquica ao acaso.
Na Figura 23-A, fica evidenciado que as diferencas internas, considerando cada amostra,
sdo baixas e significativas (p = 0.001), ja que os dados observados estdo plotados fora da
distribuigdo esperada, com valores menores (5.25). Na Figura 23-B observa-se significancia
nas variagdes entre todos os mosquitos avaliados (p = 0.001), os dados observados
encontram-se fora da distribuicao esperada, com valores superiores (0.6). Na Figura 23-C,
observamos ndo significancia nas variagdes entre as cinco popula¢des em estudo, ja que os
dados observados estdo plotados em sobreposicao a distribuicdo esperada, e com valores de

p ndo significativos (p = 0.425) sugerindo falta de estruturacdo genética entre estas.
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Figura 23. SignificAncia de Variacdes. Significincia das variacdes entre trés diferentes
hierarquias. Andlises basecadas em AMOVA. Barras em cinza: distribuigdo esperada para os
dados; linha vertical preta: dados observados; Figuras A, B e C referem-se aos testes realizados
para analise de variancia. Grafico gerado no Sofiware R com o pacote ade4.

Na analise de agrupamento populacional efetuada pelo STRUCTURE, o maior
incremento de probabilidades posteriores [LnP(D)] foi obtido para K=2, separando portanto,
as populagdes em dois clusters genéticos (Figura 24). Com individuos de Belo Horizonte,
Botucatu e Maringéd agrupados em um cluster com padrdes de cores mais parecidos € um
segundo cluster com individuos de Campo Grande ¢ Rondonodpolis com padrdes de cores
mais parecidos entre si, sugerindo maior troca genética entre as regidoes compreendidas
dentro de cada um destes clusters genéticos.

Apesar de ter sido incluida no mesmo cluster de Botucatu e Maringd, a populagdo de
mosquitos de Belo Horizonte parece, em uma andlise visual, estar em um terceiro cluster

genético, com padrdo diferente para a inclusdo de seus individuos.
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Figura 24. Representacio Grafica gerada pelo programa Structure. Assumido K=2. Eixo x: os numeros
correspondem as seguintes localidades: 1 — Belo Horizonte; 2 — Botucatu; 3 — Campo Grande; 4 — Maringa e 5
— Rondonépolis; Eixo y: Probabilidade de cada individuo pertencer ao cluster que foi atribuido.

Para este modelo as probabilidades individuais de agrupamento foram de um modo
geral, baixas, pois ndo permitiram a separagdo clara entre as cinco diferentes populacdes em
estudo. Conseguimos apenas visualizar estruturacdo entre as populagdes do primeiro (BH,
BTU e MAR) e segundo clusters (CG e RON). Esse método também nao foi sensivel o
bastante para esclarecer a discreta estruturagdo apresentada para a populacdo de BH.

Andlises discriminativas utilizando o DAPC foram realizadas para avaliar as
variagOes independentes que cada grupo ou populacdo possui. Valores retidos de PCA foram
obtidos para 50 eixos, representando 100% da variagdo total retida (Figura 25-A). Outro
critério que o DAPC usa para entender as diferencas entre os individuos, ¢ a funcdo
Eigenvalues (autovalores). Essa funcdo, a partir das informagdes retidas pelo PCA e
posteriormente discriminadas por DAPC, indica o nimero de componentes principais que
melhor explicam as diferencas entre individuos. Para nossos dados, quatro componentes
foram identificados como mais explicativos para as variagdes existentes entre os individuos
das cinco populagdes em estudo (Figura 25-A).

A dispersao dos individuos sobre os dois componentes principais
de DAPC identificou cinco diferentes agrupamentos (Figura 25-B). Os pontos representam
os individuos e as cores os grupos definidos. A jun¢do dos dados, ou centroides (juncao
central das arestas) incluem individuos de mesma cor em cada grupo e atribui, desta
maneira, individuos para cinco grupos diferentes. Entretanto, quando avaliamos a
estruturagdo populacional para cada grupo, esta ndo pode ser bem definida. Estruturacao
populacional ocorre para mosquitos de Belo Horizonte, estes estdo representados pela cor

azul e separados dos demais individuos e suas populagcdes. Os Mosquitos provenientes das
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demais populagdes foram clusterizados em um conjunto diferente da populacdo de BH,
apesar desta proximidade genética indicada, pode-se verificar discreta estruturacao
populacional:

- de mosquitos provenientes de MAR (individuos com a coloragdo laranja), que
parecem distantes geneticamente de mosquitos de BH ¢ CG e proximos geneticamente do
agrupamento referente a populacdo de Botucatu (individuos com a coloracao roxa).

- entre as populagdes de mosquitos provenientes de CG e RON (individuos
representados pelas cores verde e preto, respectivamente). Os agrupamentos constituidos por
mosquitos destas duas localidades encontram-se unidos em um cluster genético, indicando
similaridade genética consistente entre estes.

Na Figura 25-C temos a discriminagdo das populagdes a partir de fungdes geradas
também pelo DAPC. Uma Unica e principal fun¢do discriminante, que novamente diferencia
a populacdo de BH das demais, ¢ identificada. O pico referente a populacdo de BH (pico
azul) esta plotado separadamente dos demais picos ou populagdes. Observa-se ainda, um
agrupamento mais restrito entre as populacdes de BTU e MAR (picos laranja e roxo), ¢ a
clara associagdo das populagdes de CG e RON (picos verde e preto), indicando identidade
genética entre individuos destas populagdes.

A fim de compreender o quanto cada individuo realmente participa do grupo a que
foi atribuido, o quanto de informagdes genéticas compartilha com individuos de outros
grupos, € ainda, o quanto isto estaria influenciando para a estruturagdo populacional ou
constitui¢do de clusters genéticos, calculamos as probabilidades de prévias e posteriores
associacoes, ou filiagdes (membership), entre os individuos de todas as populagdes. As
inclusdes sdo feitas a partir das funcdes discriminantes do DAPC atribuidas diversas vezes
aleatoriamente.

O resultado pode ser melhor entendido na Figura 54 (em anexos) que possui 0s
mapas de inclusdes de membership para cada populacdo. Nessa Figura, as cruzes azuis
representam o cluster verdadeiro dos individuos e as cores em heat color, a probabilidade
das novas inclusdes calculada pelo DAPC. Os resultados obtidos confirmam as corretas
alocacdes de individuos em seu cluster original (cruzes azuis estdo plotadas corretamente na
linha da populacdo original), entretanto as novas atribuigdes identificam possiveis
participagdes de individuos em outros clusters que ndao o seu de origem (cores em heat
color). Apenas para a populacao de Belo Horizonte, os individuos parecem nao compartilhar
informagdes genéticas com outras populagdes e sim estarem realmente atribuidos em um

cluster muito bem definido.
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A populacao de Maringé parece compartilhar informagdes genéticas com individuos
da populagdo de Botucatu, e o contrario também ¢ verdadeiro, mosquitos de Botucatu
parecem possuir informagdes genéticas semelhantes com mosquitos de Maringd e também
com a maioria dos individuos das demais populagdes. Similaridade genética ¢ fortemente
sugerida entre mosquitos das localidades de Campo Grande e Rondonopolis, ja que
apresentam possiveis participagdes de seus individuos em ambos os clusters genéticos.

Finalmente, os resultados alcancados com as andlises de DAPC sugerem que os
mosquitos provenientes de diferentes localidades podem ser separados geneticamente,
entretanto a similaridade genética existente entre estes ndo permite uma separagao bem
definida das populagdes. Consistente estruturagdo pode ser observada apenas para a
populacdao de mosquitos de BH, que parecem ndo compartilhar informagdes genéticas com
mosquitos das demais populagdes. Entre as popula¢des de mosquitos de BTU/MAR e CG/
RON maior similaridade genética pode ser observada. Assim, podemos concluir que as
clusterizagées mais restritas ocorreram entre mosquitos de localidades que possuem
distancias geograficas menores.

Provavelmente as semelhancgas entre os individuos dentro de cada populagdo (para o
agrupamento de individuos) e limitadas diferencas entre os individuos das cinco populagdes
(mistura de individuos em outros clusters), ¢ devido a similaridade genética entre estes
mosquitos, resultado ja detectado nas analises por AMOVA.

Andlises de micro-estruturacdo populacional foram realizadas a seguir para definir
com maior clareza as estruturacdes encontradas até o momento para as populacdes em
estudo, assim como, desenvolvidas na tentativa de explicar com maior propriedade os
desvios de diversidade genética encontrados para as populagdes de Belo Horizonte e Campo

Grande.

e Micro Estruturacio Populacional

Para compreender como ocorre a organizagdo populacional dentro de uma
determinada regido, selecionamos trés municipios, ja analisados anteriormente, para realizar
andlises de micro-estrutura¢do populacional. As cidades foram previamente separadas em

regionais, considerando as caracteristicas pré-definidas pelos Orgdos responsdveis no
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controle dos mosquitos Ae. aegypti em cada localidade (como ja mostrado no item 5.2.
Caracteristicas das dreas Amostradas). Assim para as proximas andlises realizadas,
respeitamos a ordem hierdrquica adotada nas coletas e efetuamos andlises para cada
localidade.

As populagdes de Ae. aegypti de Belo Horizonte, Botucatu e Campo Grande foram
selecionadas para aplicagdo destas andlises, pois conheciamos previamente os locais de
origem de cada individuo. Objetivou-se também, com esta abordagem, compreender a
estruturagao populacional encontrada para os mosquitos de Belo Horizonte nas macro-
analises estruturais realizadas anteriormente ¢ também os desvios de diversidade genética
identificados para esta populacdo; da mesma forma os desequilibrios de ligagdo e desvios de
HWE apontados para a populacdo de Campo Grande.

Para tanto, identificamos os individuos segundo sua hierarquia original como
mostrado na Tabela 12, os mapas ilustrando as regides amostradas podem ser revistos no

item (5.2. Caracteristicas das dareas Amostradas).

Tabela 12. Definicdo das regides. Determinacdo das sub-regides
para as trés localidades. Dados delineados a partir das informagdes
obtidas nos 0Orgdos responsdveis pela distribuicdo e coleta das
ovitrampas em cada Municipio.

SUB-REGIOES
LOCALIDADE DEFINIDAS
Botucatu 1,2,3e4
Belo Horizonte 1,2,4,5,7,8,e9
Campo Grande 1,2,3,4,5,6e7

Botucatu — SP

Para avaliar a estruturacdo populacional nas sub-regides de Botucatu, primeiramente

testamos o valor de BIC (Bayesian Information Criterion) a fim de definir o valor ideal de
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agrupamento dos dados. Esse valor foi conseguido usando valores médios de K (K-means)
para identificar o numero otimizado de clusters. K-means ¢ executado sequencialmente, com
valores crescentes de k, e diferentes agrupamentos sdo comparados usando critérios de
Bayesiana, idealmente, o melhor valor de agrupamento deve corresponder ao menor BIC.
Na pratica, o "melhor" BIC ¢ muitas vezes indicado por um cotovelo da curva de valores
BIC versus o numero de clusters, como uma fun¢do de K (Jombart, 2010).

O resultado obtido para a populagdo de Botucatu pode ser visualizado na Figura 26.
O numero ideal para agrupamento dos individuos das sub-regides de Botucatu foi
idealmente de 4 clusters, como pode ser visualizado na curva de BIC, que forma um
cotovelo préximo ao eixo x no valor 4, esta clusterizagdo corrobora com o numero de sub-

regides adotadas durante as coletas em Botucatu.

BIC versus NUMERO DE CLUSTERS
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103 108 106
1 1 L
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Figura 26. Valores de BIC para a populagao de Botucatu. Valor ideal de BIC para
clusterizagdo dos dados referentes as sub-regides de Botucatu indicado pelo cotovelo
no eixo do grafico. Grafico gerado pelo software R, pacote poppr.

Apos a clusterizagdo dos dados, andlises de Distancia Genética foram aplicadas
utilizando a estatistica de Bruvo's, objetivando desta vez, compreender como os individuos

de Botucatu sdo relacionados geneticamente entre os clusters identificados por BIC. O
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método de célculo de distancia de Bruvo’s leva em conta os processos de mutagdo e
proporciona uma ferramenta valiosa para as andlises intraespecificas. Os valores para
comparagdo entre alelos encontram-se entre 0 e 1, permitindo assim o célculo simples de
distancia genética entre dois alelos. Este processo leva em conta os valores de médias-K e
agrupa os dados que devem ser tao distintos quanto o possivel (Bruvo et al., 2004).

O Dendrograma gerado com as Distancias Genéticas entre os individuos das sub-
regides de Botucatu pode ser visualizado na Figura 55-A (em anexos). Nesse dendrograma
os individuos de cada sub-regido foram identificados em quatro diferentes cores,
considerando os clusters apontados por BIC. Observa-se proximidade genética entre todos
os individuos das 4 diferentes sub-regides, os individuos parecem ndo manter um padrdo de
cores para separagdo em sub-grupos mais semelhantes. Isso ocorre, provavelmente, devido
as constantes trocas genéticas entre individuos das quatro sub-regides, ocasionando a
similaridade entre os mosquitos aqui analisados.

Valores de Eigenvalues para discriminacdo de mosquitos provenientes das quatro
sub-regidoes de Botucatu, foram melhor definidos para 3 componentes discriminativos. Apos
visualizacdo da distribui¢do dos individuos sob os dois componentes no grafico de dispersao
de DAPC (Figura 27-A), percebe-se que os individuos foram atribuidos corretamente em
sua sub-regido de origem, ja que foram constituidos 4 diferentes padrdes de cores no
agrupamento dos individuos, resultado ja observado por BIC. Entretanto, estruturacao
populacional ndo pode ser definida, ja que individuos das 4 diferentes sub-regides foram
clusterizados muito préximos indicando, por conseguinte, proximidade genética entre estes.
Apesar deste resultado, pode-se considerar que:

e Os individuos da sub-regiio 1 constituem um cluster melhor definido
(representados pela cor rosa), ja que parecem compartilhar informagdes genéticas de forma
limitada com mosquitos das demais sub-regides.

e Da mesma forma ocorre para mosquitos provenientes da sub-regido 3
(representados pela cor verde), que parecem compartilhar informagdes genéticas com
individuos de todas as outras sub-regides, entretanto com maior consisténcia com mosquitos
da sub-regido 2.

e Individuos das regionais 2 e 4 foram agrupados em sobreposi¢do, € por isso
sugere-se que estes partilhem informagdes genéticas com mais frequéncia.

Na Figura 27-B temos o mapa da regido de Botucatu com a identificacdo das areas
amostradas e a separacdo imaginaria destas. Identifica-se correspondéncia das regides

amostradas com as clusterizagdes anteriormente sugeridas.
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Figura 27. DAPC para as sub-regides de Botucatu. A. Grafico de dispersdo dos agrupamentosconsiderando os dois principais componentes discriminativos (eixos x
e y) - pontos representam os individuos e as elipses a delimitagdo para cada agrupamento; B. Mapa do municipio de Botucatu com as sub-regides de coleta 1, 2, 3 e 4;
C. Tabela de contingéncia para atribuicdo de individuos, colunas: se referem ao cluster original; linhas se referem as novas inferéncias. Graficos gerados pelo
Programa R, pacote poppr € mapa de Botucatu adaptado do Google maps.



A estruturagdo observada no Grafico de dispersao entre os individuos da sub-regido 1
parece estar correta, ja que estes individuos colonizam uma regido mais lateral do municipio
de Botucatu, e por isso podem ndo estar em intenso fluxo génico com mosquitos da sub-
regido 4, por exemplo. Da mesma forma, ocorre para mosquitos das sub-regides 2 e 4, estas
sdo muito proximas geograficamente e por isso permitem fluxo génico mais frequente entre
mosquitos destas duas regionais.

Realizamos ainda, andlises para avaliar qual a probabilidade de cada individuo ter
sido atribuido em seu cluster de origem. O resultado desta probabilidade ¢ visualizado em
uma tabela de contingéncia (AGRUPAMENTO REAL vs AGRUPAMENTO INFERIDO)
gerada a partir dos componentes principais do DAPC. As linhas da tabela correspondem aos
grupos reais, enquanto que as colunas correspondem aos grupos inferidos, os resultados
obtidos podem ser vistos na Figura 27-C. A maioria dos individuos foi atribuida
corretamente em seu grupo original, ja que os quadrados, que se referem aos individuos, sdo
consistentemente maiores nas colunas de origem e nas linhas das posteriores inferéncias.
Entretanto, notam-se inferéncias de individuos em outros clusters que nao o seu de origem,
indicando novamente a proximidade genética entre individuos das quatro diferentes sub-
regides de BTU. Esta andlise de atribuicdo gera um numero referente a porcentagem de
corretas incidéncias posteriores, que neste caso foi de 69%.

De modo geral, mosquitos provenientes das 4 sub-regides de Botucatu foram
agrupados adjacentemente, indicando similaridade genética entre estes, resultado ja
observado nas andlises de distancia genética. Assim, conclui-se que a populagdo de Ae.
aegypti desta localidade pode ser considerada homogénea, j& estruturagdo genética nao pode

ser observada entre mosquitos provenientes das diferentes sub-regides de Botucatu.

Belo Horizonte - BH

Os mesmos parametros utilizados para micro-andlises na cidade de Botucatu foram
adotados para as andlises entre mosquitos das sub-regides de Belo Horizonte.
O valor ideal de BIC para esta populacdo indicou agrupamento dos dados em seis

clusters genéticos. O resultado pode ser visualizado na Figura 28. A curva de BIC esta
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proxima do eixo x no valor 6, esta clusterizagdo corrobora com o numero de sub-regides
amostradas durante as coletas na cidade de Belo Horizonte para nosso trabalho. Entretanto,
pode-se perceber que a curva ndo forma um cotovelo, e os dados parecem estacionar quando
encontram o eixo X. Isto indica que os dados podem nao ser informativos o suficiente para
separagao dos individuos em mais de seis clusters. Nesta situagdo seleciona-se o maior

numero sugerido pelo valor de BIC, ou seja, seis clusters.

BIC versus NUMERO DE CLUSTERS
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Figura 28. Valores de BIC para a populacdo de Belo Horizonte. Valor ideal de BIC
para clusterizagdo dos dados referentes as sub-regides de Belo Horizonte, indicado pelo
cotovelo no eixo x do gréafico. Grafico gerado pelo software R, pacote poppr.

Apos a clusterizagdo dos dados, analises de Distancia Genética foram aplicadas
utilizando a estatistica de Bruvo’s, objetivando compreender como os individuos de Belo
Horizonte sdo relacionados geneticamente entre os clusters identificados pelo BIC. O
Dendrograma gerado entre os individuos das sub-regides de BH pode ser visualizado na
Figura 55-B (em anexos). Dissimilaridade genética consistente ¢ apontada entre individuos
provenientes das 6 diferentes sub-regides de Belo Horizonte. Foram geradas seis cores para

os seis clusters identificados por BIC, e os mosquitos das referidas regides mantiveram o

100



padrao de agrupamento em correlacdo com os clusters anteriormente sugeridos, com discreta
mistura. Este resultado sugere estruturacdo populacional entre os mosquitos de cada sub-
regido de BH, j& que as distancias genéticas sdo menores entre individuos pertencentes a
cada um dos 6 clusters determinados.

Os componentes identificados por FEigenvalues foram, desta vez, definidos em
namero de 6, sendo trés componentes com maior participagao para discriminagdo dos dados
e o restante contribuindo pouco para esta caracterizagdo. Na dispersao dos individuos,
gerada sob os dois componentes principais de DAPC (Figura 29-A), identifica-se
novamente estruturagdo genética entre mosquitos que colonizam as diferentes sub-regides de
BH, ja que os clusters gerados agrupam e definem individuos de mesma sub-regido. Mais
detalhadamente pode-se indicar que:

e Mosquitos das sub-regides 4 e 9 (representados pela cor roxa e rosa,
respectivamente) parecem muito diferentes geneticamente dos demais mosquitos de BH ¢
também entre si. Individuos pertencentes a estas duas sub-regides estdo separados dos
demais mosquitos e suas sub-regides. Da mesma forma, encontram-se também distantes
entre si;

e Mosquitos das sub-regiodes 1, 2, 5, 7 e 8, foram agrupados com mais proximidade,
entretanto, pode-se ainda considerar forte estruturacdo genética entre mosquitos de cada sub-
regido. Discretas participagdes de mosquitos das sub-regides 2, 5 e 8, em outros clusters que
ndo o seu de origem podem ser identificadas.

Na Figura 29-B temos o mapa com as sub-regides amostradas de Belo Horizonte.
Avaliando a dispersdao dos individuos pelo DAPC, identificamos correspondéncia das
regides amostradas com os clusters organizados. As sub-regides 1, 2, 5, 7 e 8 sdo realmente
mais proximas espacialmente e por isso podem permitir certa troca de informagdes genéticas
entre seus individuos. Mais especificamente, os grupos de individuos das regionais 1 e 7
parecem geneticamente e geograficamente mais proximos. Resultado similar ocorreu para os
individuos das sub-regides 5 e 8. Mosquitos das sub-regides 4 ¢ 9 estdo totalmente
estruturados entre si e parecem mais diferentes geneticamente, tanto das demais sub-regides
quanto entre si, isto se deve provavelmente a distancia geografica existente entre estes,
impedindo fluxo génico entre mosquitos destas sub-regides e também com mosquitos das

demais sub-regides de BH.
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Figura 29. DAPC para as sub-regioes de Belo Horizonte. A. Grafico de dispersdao dos agrupamentos considerando o primeiro (eixo x) e segundo (eixo y) componentes -
pontos representam os individuos e as elipses a delimitacdo para cada agrupamento; B. Mapa do municipio de Belo Horizonte com as sub-regides de coleta 1,2,4,5,7, 8 ¢
9; C. Tabela de contingéncia para atribui¢do de individuos, colunas: se referem ao cluster original; linhas se referem as novas inferéncias. Graficos gerados pelo programa R,

pacote poppr e mapa da cidade de Belo Horizonte adaptado do Google maps.



Na Figura 29-C podemos observar a atribui¢do dos individuos nos clusters
gerados. As linhas da tabela correspondem aos grupos reais, enquanto que as colunas
correspondem aos grupos inferidos. Observa-se que a maioria dos individuos foi atribuida
corretamente em seu grupo original sem participagdes nos demais clusters (os quadrados
que se referem aos individuos sdo consistentemente maiores nas colunas e linhas de
atribuicdes anteriores e posteriores). Escassas inferéncias de individuos pertencentes a um
determinado cluster, em outro que ndo o seu de origem sao identificadas. Esta analise de
atribui¢des gera um numero referente a porcentagem de corretas inferéncias de
individuos, que neste caso foi de 95%.

Realizamos ainda, analises de filiagdes (membership) para mosquitos ¢ as sub-
regides de BH (Figura 30) para avaliar o quanto cada individuo realmente participa do
cluster a que foi atribuido ou o quanto de informacdes genéticas compartilha com outros

clusters.

Sub-regides de BH - atribuicio de membership
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CLUSTERS/SUB-REGIOES

Figura 30. Atribuicio de Membership para a populacio de Belo Horizonte. Cores em Heat color
representam probabilidades de filiacdo de cada individuo (vermelho = 1, branco = 0); cruzes azuis
representam o cluster de origem. Eixo y: mosquitos provenientes do municipio de Belo Horizonte;
Eixo x: Sub-regides amostradas de Belo Horizonte.

103



Os mosquitos de cada sub-regido de BH foram corretamente atribuidos em seu
cluster de origem (cruzes azuis estdo plotadas sobrepostas no cluster original), as cores em
vermelho para as novas atribuicdes também confirmam este resultado. Apenas entre
mosquitos das sub-regides 8 e 5, podemos observar erro na atribui¢do de filiagdo,
entretanto, como ja observado na Figura 30, individuos destes dois clusters ou sub-regides
parecem compartilhar informagdes genéticas.

Podemos concluir que, para a cidade de Belo Horizonte consistente estruturagao
genética ocorre entre os individuos de cada sub-regido amostrada. Este dado pode explicar
os DL e os HWD encontrados para os individuos desta localidade. Acreditamos que cada
grupo de mosquitos contribui geneticamente somente entre si, isto consequentemente leva
a maior identidade entre estes individuos, levando aos desvios acima citados. Pode-se,
ainda considerar que cada sub-regido constitui uma sub-populacdo de Ae. aegypti dentro do

municipio de Belo Horizonte.

Campo Grande - MS

Os mesmos parametros utilizados nas micro-andlises das cidades de Botucatu e Belo
Horizonte foram adotados para as analises das sub-regidoes de Campo Grande. O valor ideal
de BIC, foi de agrupamento dos dados em 5 clusters genéticos. O resultado pode ser
visualizado na Figura 31. A curva de BIC estd proxima do eixo x no valor 5, esta
clusterizagdo ndo corrobora com o numero real de sub-regides adotadas para as coletas em
Campo Grande. Entretanto, a formacdo do cotovelo para o valor de BIC, bem como a
continuidade desta curva identificam a veracidade para a clusterizagdo dos dados. Assim
concluimos que a informagdo genética contida nos dados da populacdo de Campo Grande
nao foi informativa o suficiente para a andlise de K-means definir um numero de
agrupamentos em sub-regides, o que indica possivel compartilhamento de informagdes
genéticas e consequente similaridade entre mosquitos desta localidade.

Apos a clusterizagdo dos dados, andlises de Distancia Genética foram aplicadas
utilizando a estatistica de Bruvo’s, com a finalidade de compreender como os individuos de

Campo Grande sdo relacionados geneticamente entre os clusters identificados pelo BIC. O
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Dendrograma gerado com as Distancias Genéticas entre os individuos das sub-regides de

CG pode ser visualizado na Figura 55-C (em anexos).

BIC versus NUMERO DE CLUSTERS

CLUSTERS

Figura 31. Valores de BIC para a populacio de Campo Grande. Valor ideal de BIC
para clusterizagdo dos dados referentes as sub-regides de Campo Grande, indicado pelo
cotovelo no eixo x do grafico. Grafico gerado pelo software R, pacote poppr.

Cinco padrdes de cores foram gerados para os cinco clusters identificados por BIC,
entretanto mistura e reduzido distanciamento genético pode ser observado entre os
individuos destes grupos, tais resultados sugerem que o agrupamento ndo pode ser bem
definido em sub-regionais para mosquitos desta localidade. Provavelmente, a similaridade
entre os individuos das sub-regides de Campo Grande ¢ tdo grande, a ponto de ndo ser
possivel a discriminagdo entre grupos consolidados, tanto por BIC, quanto em inferéncias de
distancia genética.

Tal resultado ¢ confirmado quando observamos os graficos gerados pelo DAPC para
estruturacdo populacional (Figura 32). Agrupamento ocorre para individuos de cada uma
das 7 sub-regides de Campo Grande amostradas, entretanto, a definicdo dos agrupamentos

individuais ¢ incompreensivel. Avaliando a dispersao dos individuos no grafico sob os dois
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componentes principais (Figura 32-A) pode-se confirmar a miscigenagdo genética entre os
mosquitos de Campo Grande. Discretas estruturagdes populacionais podem ser definidas
entre:

e Mosquitos das sub-regides laterais (1, 6 e 7), que parecem geneticamente
diferentes entre si. Os clusters referentes a estas populacdes (cores em vermelho, rosa e
laranja, respectivamente) encontram-se distantes um do outro, € por isso ndo parecem
compartilhar informacdes genéticas entre si, entretanto o fazem com mosquitos das sub-
regides centrais;

e Mosquitos das sub-regides centrais (2, 3, 4 e 5), possuem similaridade genética
entre si, estes foram agrupados em proximidade e parecem formar um cluster genético
maior, onde sdo incluidos mosquitos de todas as sub-regides de CG. Esses podem ser
discriminados de mosquitos das sub-regides laterais, entretanto ndo podem ser diferenciados
entre si.

Na Figura 32-B temos o mapa com as sub-regides amostradas de Campo Grande.
Considerando a dispersdao dos individuos gerada pelo DACP, podemos concluir que
mosquitos pertencentes as sub-regides centrais (2, 3, 4 e 5) foram agrupados com mais
proximidade em um cluster unico, devido, provavelmente a intensa troca de informagdes
genéticas entre si. Estas sub-regides sdo proximas geograficamente, e por isso podem estar
contribuindo para a mistura das mesmas caracteristicas genéticas. J4 mosquitos provenientes
das sub-regides laterais (1, 6 e 7) parecem mais distantes geneticamente entre si, isto se deve
provavelmente, a distancia espacial entre estas sub-regides. As participacdes de individuos
destes clusters no cluster central podem ser explicadas, novamente, pela contribuicao
genética dos individuos que colonizam as regides centrais de CG.

E possivel ainda, constatar essa miscigenagio quando analisamos a tabela de
atribuicdes dos individuos entre as sub-regides (Figura 32-C). Verifica-se que a maioria dos
individuos foi novamente atribuida corretamente em seu grupo original (os quadrados, que
se referem aos individuos, sdo maiores nas colunas e linhas de anteriores e posteriores
atribuicdes). Entretanto, abundantes inferéncias de individuos em outros clusters que nao o
seu de origem podem ser observadas. Quando consideramos mosquitos das sub-regides
laterais (1, 6 e 7), estes foram atribuidos nas sub-regides 2 € 3, que por sua vez parecem
contribuir para a miscigenacdo entre mosquitos de todas as sub-regides de CG. A

porcentagem de atribuicdes corretas dos individuos nos clusters gerados foi de 76%.
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MAPA DO MUNICIPIO DE CAMPO GRANDE - MS
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Figura 32. DAPC para as sub-regides de Campo Grande. A. Grafico de dispersdo dos agrupamentos considerando os dois principais componentes discriminatdrios (€ixo
X € eixo y)- pontos representam os individuos e as elipses a delimitagdo para cada agrupamento; B. Mapa do municipio de Belo Horizonte com as sub-regides de coleta 1, 2,
3,4,5,6¢7; C. Tabela de contingéncia para atribui¢do de individuos, colunas: se referem ao cluster original; linhas se referem as novas inferéncias. Graficos gerados pelo

Software R, pacote poppr. Mapa do Municipio de Campo Grande adaptado do Google maps.



A definicao de clusters entre mosquitos de CG para cada sub-regido lateral e entre
mosquitos das sub-regides centrais, podem ser melhor visualizados na Figura 33. Onde uma
unica fungdo discrimina muito bem os mosquitos das sub-regides laterais dos demais
mosquitos das sub-regides centrais (sub-regido 1 (pico vermelho), sub-regido 6 (pico rosa) e
sub-regido 7 (pico laranja)). Esta discriminagdo fica evidente quando consideramos as
distancias entre essas sub-regides de CG. Pode-se ainda, observar a clara miscigenagdo de
mosquitos das sub-regides centrais (2, 5, 3 e 4 (picos: preto, amarelo, verde e azul
respectivamente)), ja que os picos que referenciam as populacdes das determinadas sub-

regides apresentam-se sobrepostos, indicando similaridade genética entre estes.
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Figura 33. Grafico de funcdes discriminantes para as sub-regionais de CG. Considerando
somente o primeiro componente discriminatorio. Picos referenciam as sete sub-regides de
Campo Grande, legenda das cores e populagdes encontram-se ao lado da figura. Grafico gerado
pelo Software R, pacote poppr.

Os resultados de micro-estruturacdo genética obtidos com analises de DAPC podem

nos ajudar a esclarecer os DL e HWD apontados nas analises de diversidade genética para
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mosquitos de Campo Grande. Talvez a similaridade entre os mosquitos de todo o municipio
seja alta a ponto dos marcadores microssatélites utilizados conferirem estes desvios para
individuos desta localidade. Mosquitos provenientes das regides centrais parecem contribuir
consideravelmente para a manutengao da diversidade genética entre os mosquitos de todo o
municipio de Campo Grande.

Os resultados obtidos com as micro-andlises das trés populacdes em estudo foram
importantes para compreender a organiza¢do populacional dentro de cada cidade amostrada.
Ainda, contribuiram para esclarecer os desvios de diversidade genética encontrados para as
populagdes de CG e foram indispensaveis na compreensdo dos desvios e estruturagao
populacional, observados para a populacdo de Belo Horizonte.

Podemos ainda considerar certa relagcdo entre estruturagcdo genética de mosquitos Ae.
aegypti e o tamanho da cidade que estes colonizam, localidades maiores parecem permitir
maior estruturagdo populacional do que cidades menores. Isto ¢ sugerido quando avaliamos
os resultados obtidos para mosquitos da cidade de Botucatu, que ndo possuem estruturagao
genética definida quando consideramos as sub-regides amostradas, ja para a cidade de Belo
Horizonte, estruturagdo genética ¢ consistente entre os mosquitos das diferentes sub-regides
avaliadas. Ainda, para mosquitos de Campo Grande, podemos concluir que a populacao de
mosquitos Ae. aegypti possui estruturagao intermedidria, quando consideramos os resultados

obtidos para as populagdes de Botucatu e Belo Horizonte.

4.4. Discussao

Sabe-se que mosquitos pertencentes a diferentes habitats podem apresentar
diferengas quanto a sua constituigdo genética (Hodkinson, 2005). Estas diferentes
caracteristicas podem influenciar em variacdes que auxiliem na dispersdao de mosquitos
vetores € de agentes etiologicos por eles veiculados.

Ae. aegypti ¢ o principal vetor da dengue, estima-se que 50 milhdes de infecg¢des por
dengue ocorram anualmente e que aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas morram em
paises onde esta ¢ endémica (Ministério da Saude, 2014). No Brasil, o Ministério da Saude

registrou, até o més de marco de 2015, 224.1 mil casos de doenca no pais, o aumento ¢ de
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162%, comparado ao mesmo periodo do ano passado, quando foram registrados 85.4 mil
casos. Ainda, 340 cidades estdo em situagdo de risco para a ocorréncia de epidemias, e 877
estdo em alerta (Portal Brasil, 2015). Outro fator importante ¢ a recente introducgdo do virus
Chicungunya no Brasil, que eleva a necessidade de controlar estes mosquitos vetores em
nosso pais (Vega-Rua et al., 2014).

Extinguir Ae. aegypti do meio urbano-doméstico vém se tornando uma tarefa cada
vez mais dispendiosa e laboriosa para a Satude Publica brasileira, devido, principalmente aos
eventos de resisténcia apresentados por estes insetos (Lima et al., 2011; Belinato et al., 2013;
Maciel-de-Freitas et al., 2014). Portanto, medidas que sejam mais adequadas para o controle
destes mosquitos t€ém se tornado cada vez mais necessarias. Compreender as diferengas
existentes entre populacdes de mosquitos Ae. aegypti de diferentes regides do pais, bem
como entender de que maneira ocorre a organiza¢do populacional destes individuos dentro
de uma determinada localidade, podera auxiliar na tomada de medidas mais direcionadas
para reduzir a infestacdo destes vetores no meio urbano e, por conseguinte, reduzir a
transmissdo de dengue.

Neste trabalho utilizamos 12 marcadores microssatélites para genotipar populagdes
de mosquitos provenientes de 5 diferentes regides do Brasil, sdo estas Belo Horizonte — MG;
Botucatu — SP; Campo Grande — MS; Maringa — PR e Rondondpolis — MT. Anélise de
estruturagdo populacional com o Programa Structure agrupou as populacdes de Belo
Horizonte, Botucatu e Maringd em um cluster genético; e Campo Grande e Rondonodpolis
em um segundo cluster genético, sugerindo agrupamento das populagdes que possuem
correspondéncias geograficas.

Macro-andlises utilizando DAPC foram também adotadas para compreender a
estrutura populacional entre individuos das cinco diferentes localidades em estudo.
Identificou-se a diferencia¢do dos individuos das cinco regides em cinco grupos genéticos,
entretanto, quando consideramos este agrupamento para cada localidade, estruturacao
populacional consistente ¢ apontada apenas para mosquitos da cidade de Belo Horizonte.
Moderada estruturacdo entre mosquitos das cidades de Botucatu e Maringa, e miscigenacao
entre as populacdes de Campo Grande e Rondondpolis também foram sugeridas. Estes
dados corroboram com outros estudos que identificaram diferencas genéticas entre
mosquitos que colonizam diferentes regides (Paduan et al., 2006; Brown et al., 2011; 2013;
Monteiro et al., 2014).

Ainda, realizamos micro-andlises populacionais em mosquitos provenientes das

cidades de Belo Horizonte, Botucatu e Campo Grande. As sub-regides seguiram o
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delineamento adotado durante as coletas para cada regido, e apesar de na pratica, nao
existirem barreiras fisicas que pudessem realmente separar ou impedir fluxo genético entre
os mosquitos, subpopulacdes foram apontadas para mosquitos de BH. Ainda, identificou-se
estruturagdao intermediaria para a populacdo de CG e falta de estruturagdo genética para
mosquitos de BTU. Tais resultados sugerem que estruturagdo genética ocorra em correlacao
com o tamanho da cidade, localidades maiores parecem proporcionar melhor estruturacao
genética para populacdes de mosquitos Ae. aegypti.

Mosquitos Ae. aegypti de Campo Grande apresentaram HWD e DL para alguns loci,
tal fato pode ser explicado pelo excesso de missing data consequentes da nao genotipagem
de individuos em alguns /oci, entretanto, resultados satisfatorios para explicar estes desvios
foram obtidos, sugerindo que as instabilidades encontradas para esta populagdo possam ter
ocorrido em consequéncia da miscigenagdo observada entre individuos de todas as sub-
regides amostradas. Esta similaridade entre individuos ocorre devido, possivelmente, a
intensa troca genética entre mosquitos na cidade de Campo Grande, mediada por individuos
que colonizam as sub-regides centrais do municipio, estas mantém o fluxo génico intenso
entre mosquitos das sub-regides centrais, bem como entre mosquitos das sub-regides
laterais. Essa intensa troca de informagdes aumenta a similaridade genética entre os
mosquitos e explica os DL e HWD atribuidos a esta populacdo nas analises de diversidade
genética.

Significativos DL e HWD foram observados para a populagdo de Belo Horizonte,
assim como diferenciacdo desta populacdo das demais populagdes de mosquitos aqui
analisadas. Quando micro-analises foram atribuidas, estruturacao populacional foi observada
entre mosquitos de cada sub-regido amostrada. Segundo Agapow & Burt (2001), muitos
processos biologicos podem causar desequilibrio de ligagdo, ou seja, associagdes
significativas entre alelos em diferentes /loci, estes processos incluem diferenciagdo
populacional e isolamento por distancia. Isto pode explicar o desequilibrio de ligacao
encontrado em nossas analises para a populagdao de BH. Anélises de distancia genética de
Bruvo's apontou dissimilaridade genética consistente entre os individuos de cada sub-regido,
acreditamos que os mosquitos de cada regional ndo trocam informagdes genéticas entre si,
desta maneira, discriminam-se claramente quando avaliamos as varidveis existentes entre
estes. Gongalves (2010) avaliou as taxas de infec¢des de mosquitos Ae. aegypti das 9
regionais de BH, apesar de considerar auséncia de barreiras geograficas reais entre os nove
distritos sanitdrios do municipio, no decorrer do processo de desenvolvimento dos

mosquitos e dos experimentos de infecgdo artificial realizados pela autora, esta observou que
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os mosquitos das diferentes regionais apresentaram também diferengas morfologicas e
comportamentais. Podemos, portanto, sugerir que para a cidade de Belo Horizonte a
populacdo de Ae. aegypti estd organizada em sub-populacdes que se mantém muito bem
estruturadas dentro de cada sub-regional. Resultado semelhante foi observado por Hlaing et
al. (2010) quando estes estudaram dispersao espacial de populagdes de mosquitos Ae.
aegypti provenientes de diferentes regides da Asia. Os autores sugeriram, através de
métodos genéticos de agrupamento, que embora a distancia espacial desempenhe um papel
importante na formacdo da estrutura de populagdes, esta ndo ¢ o uUnico fator para
diferenciacdo populacional, j& que em uma mesma localidade, populacao de Ae. aegypti
foram encontradas em diferentes niveis de estruturacdo. Possivelmente, as subpopulagdes de
BH devem ser mantidas em criadouros artificiais, e suportam as epidemias de Dengue nas
diferentes regionais sanitarias deste municipio.

Micro-analises para a cidade de Botucatu foram também eficientes em separar os
individuos em quatro grupos, que refenciam as quatro sub-regides amostradas durante as
coletas no municipio. Discreta estruturagdo genética foi encontrada para mosquitos das sub-
regides 1 e 3, estes parecem trocar informagdes genéticas com mosquitos das demais sub-
regides, entretanto puderam ser agrupados em dois diferentes clusters. Um terceiro cluster é
constituido por mosquitos das sub-regides 2 e 4. Estas estruturagdes observadas estdo de
acordo com as distancias geograficas existentes entre as sub-regides da cidade de Botucatu,
considerando a proximidade espacial entre estas, que ¢ pequena. Tal fato auxilia para a
ocorréncia de fluxo genético entre mosquitos das diferentes sub-regides, aumentando a
similaridade destes e consequentemente tornando a populacdo de Ae. aegypti de Botucatu,
homogénea.

A proximidade genética entre as populagdes de Campo Grande e Rondonodpolis
observadas nas andlises de Fst e macro-estruturagdo populacional podem ser explicadas pela
proximidade geografica entres estas regioes, o estado de Mato Grosso do Sul e Mato Grosso
fazem fronteira um com o outro. Devemos considerar que foram amostrados mosquitos de
cidades que estdo geograficamente muito distantes (em média 490Km), entretanto, a
similaridade genética apontada entre individuos destas duas regides pode ser atribuida a
dispersdo passiva de ovos de Ae. aegypti de uma regido para outra. A rodovia BR-163 ¢ a
unica rodovia que liga os estados de MT a MS pelas cidades de Campo Grande e
Rondonopolis. Possivelmente, os mosquitos destas duas regides foram passivamente
dispersados por agdes humanas de deslocamento, viajando dentro de carros ou em cacambas

de caminhdes, o que proporcionaria maior similaridade genética entre estas duas populacdes
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de mosquitos. Damal et al. (2013) avaliaram a filogeografia de mosquitos Ae. aegypti da
costa Leste e Oeste da Florida utilizando seqiiéncias mitocondriais, as populacdes dessas
duas costas nao foram significativamente diferentes, evidenciando a dispersdo destes
mosquitos em longas distancias, auxiliada possivelmente, pelo transporte passivo humano.
As abordagens adotadas em nosso trabalho foram importantes para posteriores
estudos populacionais que visem um conhecimento mais aprofundado sobre uma
determinada regido e os organismos que a colonizam. Também poderd auxiliar na
elaboragdo de medidas de controle mais eficientes e direcionadas para diferentes regioes.
Novas medidas desenvolvidas para controle de Ae. aegypti, tais como a liberagao de
mosquitos transgénicos em zonas urbanas, necessitam de um conhecimento prévio e
aprofundado sobre a estrutura e organizagdo populacional de mosquitos que colonizam
determinada area, assim a nova abordagem de estudos micro-populacionais, adotada em

nosso trabalho, poderia auxiliar no para o melhor desenvolvimento destas atividades.
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V. CAPITULO 11

ANALISE DE DISPERSAO GENETICA DE MOSQUITOS Ae.
aegypti NO MUNICIPIO DE BOTUCATU - SP

5.1. Justificativa

Com o objetivo de entender a dispersdo de mosquitos Ae. aegypti em uma
determinada area, propomos estudar geneticamente o comportamento de oviposi¢ao de
fémeas desta espécie em duas sub-regides de Botucatu — SP.

Para tanto, genotipamos o maximo de mosquitos provenientes de uma mesma
ovitrampa/palheta com 8 marcadores microssatélites (descritos no item 4.1. Genotipagem
por Microssatélites). Posteriormente, realizamos andlises de Diversidade Genética e
Estruturacdo Populacional, para compreender como ocorre a organizagdo populacional de
individuos de mesma ovitrampa; investigacdes de Pedrigree genético para avaliar o grau de
parentesco entre estes, para poder, desta maneira, afirmar como fémeas de Ae. aegypti

dispersam seus ovos.

5.2. Obtenciao das amostras

Ovos de mosquitos Ae. aegypti provenientes de seis palhetas/ovitrampas oriundas da
cidade de Botucatu — SP foram obtidos durante coletas realizadas no més de Fevereiro de
2012. Previamente, a area total do Municipio de Botucatu foi dividida em 4 grandes éareas
para distribui¢do de ovitrampas, armadilha de oviposi¢do proposta por Fay & Eliason
(1966), na qual contétm como substrato uma palheta de Eucatex com tamanho de 2,5 x
12,5cm acondicionada dentro de um frasco preto de aproximadamente 500 mL (Figura 34).
Este procedimento ¢ realizado pela Secretaria de Saude Municipal, mais especificamente
pela Secretaria de Vigilancia Ambiental em Saude (SVA). Esta atividade estd relacionada
com as medidas de controle da infestacdo de mosquitos Aedes no Municipio realizadas pela

SVA.
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Figura 34. Ovitrampas. Armaldilha elaborada por Fay & Eliason (1966), e utilizada
em nosso estudo para amostragem de mosquitos Ae. aegypti em estudos de dispersao.

As palhetas contendo ovos foram gentilmente cedidos pela SVA e enviadas para
nosso laboratorio, na Unesp de Botucatu para serem analisadas em lupa para estimar a
quantidade de ovos depositados pelas fémeas de Ae. aegypti. Posteriormente, as palhetas
foram mantidas em insetario (temperatura de 27°C, umidade relativa de 80% e foto periodo
de 12h), até a fase adulta do mosquito. Ja nesta fase, os mosquitos foram acondicionados em
freezer a -20°C até o momento da extracao de DNA.

Das 185 ovitrampas distribuidas no Municipio, 100 foram positivas para ovos de Ae.
aegypti, destas, escolhemos 6 ovitrampas utilizando dois critérios:

- Quantidade de adultos por palheta apdés o desenvolvimento em insetario

(selecionou-se palhetas que tiveram maior numero de individuos);

- Ovitrampas que durante as coletas foram instaladas mais proximas

geograficamente.

Foram escolhidas dentre as quatro, duas sub-areas para amostragem, que aqui
chamaremos de AREA 11T ¢ AREA IV. As especificagdes de amostragem, encontram-se na

Tabela 13 e Figura 35.
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BOTUCATU S g

Figura 35. Ovitrampas amostradas. A. Mapa de Botucatu, identificando as areas III e IV; B. Ovitrampas
obtidas da area III, quadrante de origem da ovitrampa e distancia em Km de uma ovitrampa para outra. C.
Ovitrampas obtidas da area IV, quadrante de origem da ovitrampa e distancia em Km de uma palheta para
outra. Mapa de Botucatu gerado no Google Earth com adaptagoes.
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Tabela 13. Caracteristicas das areas amostradas. Amostra: tipo de
amostra coletada no campo; Area: area de origem das ovitrampas;
Ovitrampa: identificacdo da Ovitrampa/Palheta; Total de individuos:
numero total de individuos de cada palheta; N: total de amostras por area.

] TOTAL DE N
AMOSTRA AREA OVITRAMPAS INDIVIDUOS
ovos I 110 30 90
ovos 117 30
122 30
v 154 20 70
173 20
176 30
TOTAL 2 6 160 160

5.3. Delineamento do estudo populacional

. Estudos de DIVERSIDADE GENETICA foram realizados entre mosquitos das

ovitrampas da area Il e IV, para estimar a variabilidade genética existente entre estes;

. Analises de DIVERSIDADE GENETICA foram realizadas também entre individuos
de uma mesma ovitrampa, para todas as 6 ovitrampas amostradas. Objetivamos avaliar
pardmetros que indicassem excesso de homozigotos e consequente endogamia entre
individuos de mesmo criadouro (parametros tais como desequilibio de ligagdo e

desequilibrio de Hardy-Weinberg foram avaliados);

. Analise d¢ ESTRUTURACAO POPULACIONAL entre mosquitos das areas III e TV
foram executadas, para avaliar se mosquitos destas localidades possuem algum nivel de
similaridade genética. Partimos de andlises da regido total para andlises mais restritas a

fim de compreender como os individuos sao organizados geneticamente;

. Andlises de ESTRUTURA POPULACIONAL foram realizadas entre mosquitos de

ovitrampas de mesma area, para investigar similaridades genéticas que indicassem
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algum grau de estruturacao e, desta forma correlacionar a dispersao de ovos pelas fémeas

do mosquito;

E. Por fim, realizamos anélises de PEDIGREE e INBREEDING GENETICO para

individuos de uma mesma ovitrampa, para identificar grau de parentesco entre estes.

5.4. Resultados

A. Diversidade genética considerando as areas Il e IV

Estimativas de diversidade genética realizadas entre as ovitrampas da area III e IV
encontram-se descritas na Tabela 14 e serdo discutidas a seguir.

A heterozigosidade observada para mosquitos da éarea III variou de 0.155 no locus
AC4, a2 0.783 no locus AG2; e para mosquitos da area IV, variou de 0.074 no locus CT2, a
0.636 no locus AG1. De modo geral, os niveis de heterozigosidade observados foram baixos
quando comparados com os valores esperados, assim, excesso de homozigotos foi apontado
para mosquitos das duas diferentes areas analisadas.

O locus que apresentou maior riqueza alélica foi o locus AG2, tanto para mosquitos
da area III (8), quanto para mosquitos da area IV (7). O locus AC4 apresentou o menor
indice de riqueza alélica para as duas areas amostradas, Area III (2) ¢ Area IV (2).

Apos 28 comparagdes par a par para testes de desequilibrio de ligacdo entre loci,
geradas pelo programa Genepop, associacdo positiva foi sugerida entre 6 loci (AGS, AG2,
ACS5, ACI1, AG1 e CT2) para mosquitos da area III; e cinco loci (Al, ACS5, AGS, ACI e
AQG?2) para mosquitos da area I'V.

Avaliando o HWE, para a mosquitos da area III e IV, 4 loci apresentaram déficit de
heterozigotos e permaneceram significativos apds o ajuste de Bonferroni, sendo Al, ACS,
AG2 e AGI para mosquitos da area III; e AC5, AG2, AC1 e AGI para mosquitos da area
IV. O coeficiente de Endogamia (Fis) apresentou valores positivos para alguns loci que
apresentaram DL e HWD, estes resultados sugerem endogamia entre individuos das duas

areas amostradas.
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Tabela 14. Diversidade Genética dos individuos das 2 diferentes areas de coleta em Botucatu
analisadas. Numero de Alelos; Riqueza Alélica por locus e por populagdo baseado no nimero minimo de
amostras (47 individuos) calculado no FSTAT; Ho: Heterozigosidade Observada; He: Heterozigosidade
esperada, calculadas no Arlequin v3.1; FIS coeficiente de endogamia, calculado no FSTAT e P: Alelos
Privados (média). Os valores em negrito, indicam os /oci em desequilibrio de Hardy—Weinberg apds a
Corregao de Bonferroni com **p < 0.001.

Loci )
Al AG1 AGS ACa T2 AG2 ACS AC1 Todos os loci
Populacdes | | Total Mean
Ricran 2a Alélica 30 30 5.0 20 2,0 g0 6,0 4,0 33 41
NP de alelos 3 3 5 2 2 8 7 4 34 43
0,471 0,513 0,531 0,167 0,072 0,807 0,467 0,587 0,5
7 Het. Otn 0,171* 0,313* 0,573 0,155 0,185 0,783* 0,225* 0,450 034
fis 0,681 0,371 0,057 0,298 0,112 -0,064 0,651 0,123 0,25
PiF 166 (0.05) 148 (0.02) 148(0.05) 6
158 (0.03) 156 (0.02)
: 158(0.03) 3 i
Rigro 23 Alélica 3 3 5 2 2 7 4 4 30 38
N de alelos 3 3 S 2 2 7 4 4 30 38
Aread Het Exp 0,637 0,667 0,569 0,651 0,282 0,649 0,297 0,592 0,54
Met. Obn. 0,302 0,636° 0,600 0,182 0,074 0,625* 0,188* 0,511* 0,29
Fis 0,36 0,244 0,131 -0,091 -0,029 0,228 0,598 0,13 0,10
P{F) | 178 (0.09) 152 (0.15) | 2

B. Diversidade genética considerando individuos de mesma ovitrampa.

Quando estimativas de Heterozigosidade observada (Ho) foram calculadas para
individuos de uma mesma ovitrampa, alguns /loci se apresentaram monomorficos (AC4,
CT2, AG2 e ACS), em contrapartida, para os demais /loci, os valores de heterozigosidade
observada foram sempre superiores aos valores esperados para os individuos de todas as 6
ovitrampas (dados nao tabelados).

Na Figura 36 pode-se observar os HWD apontados para cada ovitrampa em estudo.
A figura em heat map indica os valores de p < 0,05 para loci e ovitrampas em desequilibrio
com a cor vermelha, as demais cores indicam que os individuos da ovitrampa estdo em
HWE para determinado locus. Os loci que apresentam desequilibrios de HW nao foram
consistentemente os mesmos para todas as ovitrampas, isto ocorreu apenas para o locus
ACS5. Os desvios observados podem ser atribuidos ao excesso de homozigotos observados

nas estimativas de Ho realizadas anteriormente para individuos de mesma ovitrampa.
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Figura 36. Heat map de HWE. O grafico identifica valores de p < 0,05 para
HWD (cores em vermelho); Eixo x: identificagdo de cada ovitrampa; Eixo y:
loci analisados. Figura gerada pelo Software R, pacote poppr.

Andlises randomizadas para testar desequilibrio de ligacdo foram atribuidas com os
indices de Associagdo (I4) e indice de associagdo standardizado (r d). Apds 1.000 testes
permutacionais, os resultados obtidos apontam desequilibrio de ligacdo entre /oci para todas
as ovitrampas avaliadas, entretanto com p significativo para as ovitrampas 117, 122, 173 e
176. Este resultado pode ser observado na Tabela 15.

Nos histogramas gerados também por essas analises de associacao (Figura 37 A-B),
detectam-se novamente estes desequilibrios, a distribuicdo dos dados observados estd
plotada fora da distribuicdo esperada, isso ocorre para individuos de todas as ovitrampas em
estudo e, ocorre nos dois indices calculados (histogramas a esquerda (/4); histogramas a
direita (» d)). Neste caso rejeitamos a hipdtese nula de ndo ligagdo entre loci e aceitamos a
hipotese alternativa de ligacdo entre /oci. Para andlises com individuos das ovitrampas 110 e

154, os valores de p de r d indicam DL, diferentemente do visto para o indice 1, pcomo ja
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visto anteriormente, o indice de associagdo de r d é menos tendencioso, por isso

consideramos DL para todas as ovitrampas avaliadas.

Tabela 15. Desequilibrio de ligagdo. /, - indice de associagio entre os
individuos; pl, - valor de p do indice de associacdo; r d = indice de
associagdo standardizado ; pr d = valor de p de r d. Valores gerados
através do Software R utilizando o pacote de dados poppr.

OVITRAMPA I pl,a rd prd
110 030 0045 0.04  0.03
117 041 0.001 0.06 0.001
122 066 0.001 0.11  0.001
154 036 0065 0.06  0.049
173 090 0.002 0.14  0.001
176 065 0.001 010 0.001

*Em negrito valores de p significativos que indicam desequilibrio de liga¢io.

DL observados sugerem que loci podem estar ligados fisicamente, entretanto
acreditamos que os desequilibrios apontados possam estar relacionados com os loci
monomorficos apresentados, quando analises de Diversidade Genética foram realizadas para
cada ovitrampa.

Pode-se considerar que alguns individuos de mesma ovitrampa sdo muito similares
geneticamente, o que levaria ao excesso de homozigose observado nas estimativas de Ho, e
aos desvios encontrados para indices de Fis (endogamia) e HWD. Entretanto, o excesso de
heterozigosidade observado para outros loci, por outro lado, indicam individuos muito
diferenciados dentro de cada ovitrampa.

Estes prévios resultados nos levam a supor que eventos de diferentes oviposigoes,
realizados por diferentes fémeas de Ae. aegypti, ocorreram nestas ovitrampas. Desta forma,
tentou-se entender como ocorre a organizagdo populacional para responder tais questdes

levantadas aqui.
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Figura 37. Histogramas de Desequilibrio de liga¢cdo. Colunas cinzas: distribui¢do esperada para
os dados apods 1.000 testes permutacionais; Linha pontilhada azul: dados observados. Histogramas
gerados pelo Software R, pacote poppr
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C. Estruturacio populacional para ovitrampas de cada area e individuos de

cada ovitrampa.

A andlise por AMOVA, entre mosquitos da area IIl e area IV indicam maior
diferenciacdo dentro de amostras de cada area (93,02, com p-valor significativo <0.0001),
do que entre amostras das diferentes areas (6,98, com p-valor significativo <0.0001).

Estimativas de diferenciagdo genética (Fst) foram calculadas para avaliar o grau de
similaridade genética entre os individuos das duas areas amostradas (Tabela 16). O nivel de
diferenciagcdo obtido foi de 0,06979, com p-valor significativo (< 0,0001). Este resultado

indica moderada diferenciacdo genética entre mosquitos das areas Il e IV.

Tabela 16. Indices de fixacado Fst. Valores obtidos
entre pares de populagdes e para o total de loci
microssatélite analisados. Valor de p <0,0001.

AREA 3 AREA 4
AREA 3 * % % %% %

AREA 4 0.069 * %

Andlises de Componente Principal (PCAs) foram atribuidas, considerando os
mosquitos organizados por areas (III e IV) e posteriormente, por ovitrampas (ovitrampas da
area III e ovitrampas da area 1V). Utilizamos estas diferentes abordagens para compreender
como os individuos se organizam em clusters quando consideram-se as diferengas internas
para agrupamento.

Calculos de FEigenvalues discriminaram os individuos em dois componentes
principais (quando s3o consideradas areas e quando sdo consideradas as ovitrampas). Nos
graficos da Figura 39, observa-se a dispersdo dos individuos entre o primeiro e segundo
componentes. Os resultados sugerem similaridade genética entre mosquitos das areas III e
IV, j& que apesar de agrupados em clusters diferentes, individuos de uma area parecem
participar também do cluster que referencia a outra area. Além disso, o agrupamento ocorreu
com certa proximidade, indicando novamente que estes mosquitos sdo similares

geneticamente (Figura 39-A). Estes resultados corroboram com os encontrados
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anteriormente para o indice de Fst, onde mosquitos das duas diferentes areas sao
moderadamente diferenciados entre si.

Na Figura 38 B-C, podemos observar os resultados das analises de PCA realizadas
entre as ovitrampas de uma mesma area. Estruturacdo genética pode ser sugerida entre
individuos de mesma ovitrampa, ja que mosquitos provenientes da area III agrupam-se de
forma a definir as ovitrampas 110, 117 e 122; da mesma maneira para individuos
provenientes da area [V, que agrupam-se seguindo a discriminagao das ovitrampas 154, 173
e 176. Apesar desta estruturagdo, certa mistura de individuos em outros clusters que nao os
seus de origem podem ser observadas, tais como:

- individuos da area III — mosquitos das ovitrampas 122 ¢ 110 parecem partilhar
informagdes genéticas entre si, ja que os clusters destes estdo mais proximos entre si, do que
quando consideramos o cluster dos individuos da ovitrampa 117, que por sua vez, parecem
participar menos dos demais grupos. Considerando a pequena distancia espacial existente
entre as ovitrampas 110 e 122 (550m), esta estruturacdo observada pode estar relacionada
com a similaridade genética destes individuos. A ndo participacdo de individuos da
ovitrampa 117 nos demais grupos, também parece estar de acordo com a distancia espacial,
que neste caso € maior entre esta e as demais ovitrampas (1.7Km).

- individuos da area IV — mosquitos da ovitrampa 154 parecem mais distantes
geneticamente de mosquitos das ovitrampas 173 e 176, que por sua vez, parecem muito
similares geneticamente. Entretanto, individuos da ovitrampa 176 parecem ndo possuir
individuos no cluster referente a ovitrampa 173 assim como, no cluster referente a
ovitrampa 154. A distancia espacial existente entre palhetas parece novamente corroborar
com as estruturagdes observadas, ja que a ovitrampa 154 encontra-se distante
geograficamente das ovitrampas 173 e 176 (2.6Km). Porém quando consideramos as
ovitrampas 173 e 176, que possuem apenas 240m de distdncia, mosquitos destas parecem
nao compartilhar informacdes genéticas entre si.

Assim, os resultados encontrados com anélises de PCA sugerem que as ovitrampas
representam familias dentro da grande area amostrada, ja que individuos pertencentes a cada
ovitrampa agrupam-se entre si, evidenciando maior similaridade genética entre estes. Para
compreender como a organizagdo populacional ocorreria entre mosquitos das diferentes
ovitrampas, quando considerdssemos as variaveis mais diferentes entre estas, durante a o
agrupamento dos dados, utilizamos analises com DAPC. O resultado pode ser observado na

Figura 39.
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Observa-se que os agrupamentos ocorreram para mosquitos de mesma ovitrampa,
evidenciando novamente a organiza¢do em familias dentro de cada area. Na Figura 39 A-B, temos a
dispersdo de mosquitos provenientes das ovitrampas da area IIl e IV, os individuos se separam em
clusters genéticos muito bem definidos, estes ainda parecem distantes geneticamente, ja que o
agrupamento ndo ocorreu em proximidade para os grupos de cada area, mesmo quando
consideramos individuos das ovitrampas 110/122 e 173 e 176 (mais proximas geograficamente).

Realizamos diferentes analises de membership (filiagdo) para compreender se
realmente cada individuo foi atribuido em seu cluster de origem, ou se ocorreriam
atribui¢des de individuos em outras ovitrampas. Os resultados obtidos podem ser observados
na Figura 40 através da tabela de contingéncia e os graficos gerados para reatribui¢des de
membership. Na Figura 40-A detecta-se que a maioria dos individuos da area III foram
atribuidos corretamente em sua ovitrampa original. Os quadrados, que se referem aos
individuos, sdo consistentemente maiores, ou seja, representam a maioria dos individuos
nestes locais. Na Figura 40-B podemos visualizar com maior clareza a correta atribuicao
dos individuos em sua ovitrampa original. Maior parte dos individuos participa com 100%
de probabilidade de filiagdo no cluster em que foi atribuido, isto pode ser observado pelos
diferentes padrdes de cores constituidos para cada ovitrampa (Ovitrampa 110-preto;
Ovitrampal 17-verde; Ovitrampa 122-amarela).

Mesmo resultado pode ser observado para os individuos das palhetas provenintes da
area IV (Figura 40 C-D). Mosquitos de cada ovitrampa foram corretamente atribuidos em
seu cluster original, esta constatagdo pode ser visualizada na tabela de contingéncia (Figura
40-C), onde as posteriores atribui¢des de individuos sdo consistentes no cluster original de
cada individuo. Nas reatribuicdo de membership (Figura 40-D), os clusters sdo ainda
melhor definidos entre as ovitrampas (Ovitrampa 154-vermelha; Ovitrampa 173-laranja-
Ovitrampa 176-azul).

Até o momento podemos afirmar que individuos de mesma ovitrampa sao muito
parecidos entre si e muito diferentes de uma ovitrampa para outra, mesmo quando distancia
espacial € pequena. Nossa hipotese de que cada ovitrampa constitui uma familia parece ser
real.

Assim, para estimar o grau de parentesco entre individuos de mesma ovitrampa e
saber se para cada palheta temos a maioria dos individuos com relagdo restrita de
parentesco, realizamos andlises de Pedigree. Com esta abordagem, poderemos afirmar se

cada ovitrampa referencia a oviposi¢do de apenas uma ou mais fémeas de Ae. aegypti.
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D. Analise de Parentesco

Andlises de PCA e DAPC foram consistentes na separacdo de familias entre
mosquitos das diferentes ovitrampas. Assim, objetivando conhecer a relacao familial entre
os individuos de uma mesma ovitrampa, realizamos analises de Pedigree genético entre
estes. Também Coeficiente de Inbreeding (F), ou coeficiente de endogamia, foi testado para
estimar a probabilidade de um individuo para determinado locus, ter herdado dois alelos

1dénticos de um ancestral comum.

e Ovitrampa 110

Na Figura 41-A os valores obtidos nas andlises de Pedigree para individuos da
ovitrampa 110, foram maiores para o Pedigree U-ndo relacionados (71%). A porcentagem
de individuos considerados FS-irmdos completos foi de 12%, e esta porcentagem indica que
em média 3,6 individuos desta ovitrampa podem ser considerados irmaos.

Este resultado também pode ser observado nas analises de Coeficiente F, (Figura
42-B) onde dos 30 individuos analisados, em média 4 parecem ter maior valor de inbreeding
(<£0,5), ou seja serem homozigotos para os /oci aqui utilizados

O Software utilizado (R, pacote adegenet) permitiu a identificagdo dos individuos
com maior inbreeding dentro de nossos dados, bem como recalcular a probabilidade destes
serem realmente homozigotos e terem herdado estes alelos de um ancestral comum. Os
individuos 4, 6, 7 e 27; possuem 100%, 70% e 80% (respectivamente) de probabilidade de
realmente possuirem as caracteristicas acima citadas, como estes parecem apresentar niveis
altos de endogamia, ou seja, serem homozigotos para os mesmos /oci analisados, podemos
admitir que estes individuos sdo os mesmos indicados pelo Pedigree FS-irmdos completos,

identificados na analise anterior (Figura 43).
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Figura 41. Analises de parentesco entre mosquitos da ovitrampa 110. A. Grafico gerado com
os resultados obtidos no programa ML-relate para relagdo familial entre individuos. Legenda ao
lado do gréfico indica os Pedigrees (U: ndo relacionados; HS: meio-irmaos; FS: irmdos completos;
PO: pais e filhos); B. Média de Inbreeding entre individuos. Eixo x: atribui¢do de individuos,
valores > 0,5 s@o indicadores; Eixo y: frequéncia de individuos atribuidos. Grafico gerado no

Software R, pacote adegenet.
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Figura 42. Probabilidade de inbreeding individual para individuos da ovitrampa 110.
Graficos representam os quatro individuos identificados nas analises de coeficiente /' com maior
Inbreeding. Probabilidades para o individuo 4: 100%; Individuos 6 e 7: 70%; Individuo 27: 80%.
Graficos gerados no Software R, pacote adegenet.
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e OQvitrampa 117

Os valores obtidos em analises de Pedigree entre individuos da ovitrampa 117, foram
maiores para o Pedigree U-nao relacionados (72%), como mostrado na Figura 43-A. A
porcentagem de individuos considerados F'S-irmdos completos foi de 10%, esta porcentagem
indica que em média 3 dos individuos desta ovitrampa podem ser considerados irmaos.

Andlises com o Coeficiente F (Figura 43-B), indicou que dos 30 individuos
analisados, em média 4 parecem ter maior inbreeding entre si (< 0,5), sdo estes, individuos
9, 23, 24 e 29. As probabilidades destes individuos realmente serem homozigotos e terem
herdado o mesmo alelo de um ancestral comum, para os 4 individuos identificados nas re-
analises de Coeficiente de Inbreeding foi de 80% para todos os individuos (Figura 44).
Podemos novamente, correlacionar os individuos identificados como homozigotos, como

sendo os irmaos apontados na analise de Pedigree.
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Figura 43. Andlises de parentesco entre mosquitos da ovitrampa 117. A. Grafico gerado com os resultados
obtidos no programa ML-relate para relagdo familial entre individuos. Legenda ao lado do grafico indica os
Pedigrees (U: ndo relacionados; HS: meio-irmaos; FS: irmaos completos; PO: pais e filhos); B. Média de
Inbreeding entre individuos. Eixo x: atribui¢@o de individuos, valores > 0,5 sdo indicadores; Eixo y: frequéncia
de individuos atribuidos. Grafico gerado no Soffware R, pacote adegenet.
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Figura 44. Probabilidade de inbreeding individual para individuos da ovitrampall7. Graficos
representam os quatro individuos identificados nas andlises de coeficiente F' com maior Inbreeding.
Probabilidades para todos os individuos de 80%. Graficos gerados no Software R,pacote adegenet.

e Ovitrampa 122

Os valores obtidos em analises de Pedigree entre individuos da ovitrampa 122, foram
novamente maiores para o Pedigree U-nao relacionados (72%), como mostrado na Figura
45-A. A porcentagem de individuos considerados FS-irmdos completos foi de 19%. Esta
porcentagem indica que em média 5,7 dos individuos desta ovitrampa podem ser
considerados irmaos.

Ja as analises com o Coeficiente F, indicaram que dos 30 individuos analisados, em
média apenas 1 parece ter maior inbreeding (< 0,5) (Figura 45-B), o indivuo que chamamos
pelo nimero 30. Quando recalculamos as probabilidades deste individuo realmente ser
homozigoto, esta ¢ relativamente baixa, de 60% (Figura 46). Para esta ovitrampa os dados

obtidos com o programa ML-Relate ndo concordaram com os dados obtidos de Coeficiente
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F. Talvez, um dos programas nao tenham sido sensiveis o bastante para identificar tais

caracteristicas entre os individuos analisados.
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Figura 45. Analises de parentesco entre mosquitos da ovitrampa 122. A. Grafico gerado com os
resultados obtidos no programa ML-relate para relagdo familial entre individuos. Legenda ao lado do
grafico indica os Pedigrees (U: ndo relacionados; HS: meio-irmaos; FS: irmdos completos; PO: pais e
filhos); B. Média de Inbreeding entre individuos. Eixo x: atribui¢do de individuos, valores > 0,5 sdo
indicadores; Eixo y: frequéncia de individuos atribuidos. Grafico gerado no Software R, pacote adegenet.
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Figura 46. Probabilidade de inbreeding individual para individuo da
ovitrampa 122. O Grafico representa o individuo 30, identificado pelo coeficiente
F com maior Inbreeding. Probabilidades de inbreeding de 60%. Grafico gerado no
Software R, pacote adegenet.
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Pensamos ainda, em analisar a relagdo de parentesco e Coeficiente de Inbreeding
entre individuos das ovitrampas que apresentavam menor distancia espacial. Para isso,
escolhemos as ovitramas 110 e 122, que possuem 550 metros de distancia uma da outra. Os
resultados podem ser observados na Figura 47.

O grau de parentesco dos individuos foi novamente baixo, (Pedigree U-nao
relacionados 74%), assim como o Coeficiente de Inbreeding, que identificou em média, 5
individuos com maiores niveis de endogamia (<0,5) entre estas ovitrampas. Entretanto,
quando analisamos quais individuos indicaram esta homozigosidade, constatamos que sao os
mesmos identificados anteriormente para as ovitrampas 110 e 122 (110-ind-4; 110-ind-6;

110-ind-27; 122-ind-30).

AREA III
OVITRAMPAS 110 e 122
550m

U mHS mFS mPO

Figura 47. Andlises de parentesco entre mosquitos das ovitrampas 110 e 122. Grafico gerado
com os resultados obtidos no programa ML-relate para relagdo familial entre individuos. Legenda
no eixo da figura identifica os Pedigrees (U: ndo relacionados geneticamente; HS: meio irmaos;
FS: irmaos completos; PO: pais e filhos).
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As mesmas andlises de parentesco foram utilizadas para individuos de ovitrampas
provenientes da drea IV. Os resultados obtidos foram os mesmos anteriormente observados
para as ovitrampas da area III, onde a maioria dos mosquitos de uma mesma ovitrampa

parecem nao ser aparentados entre si.

e Ovitrampa 154

Na Figura 48-A os valores obtidos em andlises de Pedigree entre individuos da
ovitrampa 154, foram maiores para o Pedigree U-ndo relacionados (71%). A porcentagem
de individuos considerados FS-irmdos completos foi de 16%. Durante a genotipagem dos
individuos desta ovitrampa, tivemos um excesso de missing datas, assim ao invés de 20,
conseguimos genotipar apenas 11 mosquitos, portanto esta porcentagem de 16% de FS,
indicam que em média, 1,7 dos individuos sdao considerados irmdos. Este resultado
corrobora com o encontrado nas analises de Coeficiente F, onde dos 11 individuos
analisados, em média 1 parece ter maior inbreeding (F> 0,5) (Figura 48-B). Este mosquito,
dentro de nossos dados, foi chamado de individuo 10. Recalculando a probabilidade deste

realmente ser homozigoto, encontramos o valor de 60% (Figura 49).

AREA IV - OVITRAMPA 154

B MEDIA INBREEDING - P154
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Figura 48. Analises de parentesco entre mosquitos da ovitrampa 154. A. Grafico gerado com os
resultados obtidos no programa ML-relate para relacdo familial entre individuos. Legenda ao lado do
grafico indica os Pedigrees (U: nao relacionados; HS: meio-irmdos; FS: irmdos completos; PO: pais e
filhos); B. Média de Inbreeding entre individuos. Eixo x: atribui¢do de individuos, valores > 0,5 sdo
indicadores; Eixo y: frequéncia de individuos atribuidos. Grafico gerado no Software R, pacote
adegenet.
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AREA 1V - OVITRAMPA 154
Coeficiente F individual
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Figura 49. Probabilidade de inbreeding para individuo da ovitrampa 154. O
Grafico representa o individuo 10, identificado pelo coeficiente F' com maior
Inbreeding. Probabilidades de inbreeding de 60%. Grafico gerado em no Software R,
pacote adegenet.

e Ovitrampa 173

Os valores obtidos em analises de Pedigree entre individuos da ovitrampa 173, foram
maiores para o Pedigree U-ndo relacionados (69%) (Figura 50-A). A porcentagem de
individuos considerados FS-irmdos completos representa a fatia laranja do grafico, de 14%.
Aqui novamente tivemos problemas para genotipagem de alguns individuos, assim de 30
individuos, passamos a considerar 19. Portanto, esta porcentagem de 14% indica que 2,6
mosquitos desta ovitrampa podem ser considerados irmaos. Analises com o Coeficiente F,
indicaram que dos 19 individuos analisados, em média 2 parecem ter maior inbreeding entre
si (£0,5) (Figura 50-B), sdo estes, individuos nomeados de 7 e 10. As probabilidades destes
individuos realmente serem homozigotos e terem herdado o mesmo alelo de um ancestral

comum ¢ de 100% para ambos (Figura 51).
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Figura 50. Analises de parentesco entre mosquitos da ovitrampa 173. A. Grafico gerado com os
resultados obtidos no programa ML-relate para relagao familial entre individuos. Legenda ao lado do grafico
indica os Pedigrees (U: ndo relacionados; HS: meio-irmaos; FS: irmdos completos; PO: pais e filhos); B.
Média de Inbreeding entre individuos. Eixo x: atribuicdo de individuos, valores > 0,5 sdo indicadores; Eixo
y: frequéncia de individuos atribuidos. Grafico gerado no Software R, pacote adegenet.
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Figura 51. Probabilidade de inbreeding individual para individuos da ovitrampa 173. Graficos representam
os dois individuos identificados pelo coeficiente /' com maior /nbreeding. Probabilidades para ambos individuos
de 100%. Graficos gerados no Sofiware R, pacote adegenet.
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e OQvitrampa 176

Na Figura 52-A os valores obtidos em andlises de Pedigree entre individuos da
ovitrampa 176, foram novamente maiores para o Pedigree U-ndo relacionados (67%). A
porcentagem de individuos considerados FS-irmdos completos foi de 16%. Esta
porcentagem indica que em média 4,8 dos individuos desta ovitrampa podem ser

considerados irmdos. Diferentemente do observado nas analises de Coeficiente F, onde dos

30 individuos analisados, nenhum apresentou inbreeding significativo (< 0,5) (Figura 52-

B).
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Figura 52. Andlises de parentesco entre mosquitos da ovitrampa 110. A. Grafico gerado com os resultados
obtidos no programa ML-relate para relagdo familial entre individuos. Legenda ao lado do grafico indica os
Pedigrees (U: ndo relacionados; HS: meio-irmaos; FS: irmaos completos; PO: pais e filhos); B. Média de
Inbreeding entre individuos. Eixo x: atribui¢do de individuos, valores > 0,5 sdo indicadores; Eixo y: frequéncia
de individuos atribuidos. Grafico gerado no Software R, pacote adegenet.

Mesmas analises de parentesco foram atribuidas entre individuos das ovitrampas que
apresentavam menor distancia geografica. Para isso, escolhemos individuos das ovitramas
173 e 176, que possuem 240 metros de distancia espacial. Os resultados podem ser

observados na Figura 53.
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O grau de parentesco dos individuos foi novamente baixo quando comparamos o
total de individuos das duas ovitrampas, (Pedigree U-ndo relacionados 70% e Coeficiente de
Inbreeding - 7,8 individuos com maior inbreeding (<0,5)). Dois individuos indicados para a
ovitrampa 173 (173-ind-7; 173-ind-10) foram também identificados aqui. Entretanto, o
restante dos individuos indicados (5,8) parecem ndo pertencer a nenhuma ovitrampa, assim
podemos sugerir que estes realmente sejam aparentados entre si, ou entdo novamente 0s
programas utilizados ndo foram sensiveis o suficiente para a identificacdo de parentesco

entre mosquitos das duas ovitrampas.

AREA IV
OVITRAMPAS 173 e 176
240m

U MHS ®FS mPO

Figura 53. Anadlises de parentesco entre mosquitos das ovitrampas 173 e 176. Grafico gerado
com os resultados obtidos no programa ML-relate para relagdo familial entre individuos. Legenda
no eixo da figura identifica os Pedigrees (U: ndo relacionados geneticamente; HS: meio irméos;
FS: irmaos completos; PO: pais e filhos).

Tais resultados apontam para uma ampla dispersdao de ovos pelas feméas de Ae.

aegypti. Nossos dados sugerem que a maioria dos individuos de uma mesma ovitrampa nao
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compartilham a mesma informagao genética, ou seja, ndo possuem relagdes restritas de
parentesco. Mesmo quando analisamos ovitrampas que possuem distdncias geograficas
menores (uma em relagdo a outra).

Dados de Diversidade Genética observados, tais como o monomorfismo para
alguns loci ¢ os DL ¢ HWD, explicam nossos dados de estruturagao populacional.
Individuos muito parecidos entre si constituem um cluster genético mais homogéneo e
diferenciado. A identificagdo de alguns irmaos, pelas analises de Inbreeding e Pedigree,
poderiam estar também influenciando para a ocorréncia destes desvios.

As andlises de Pedigree foram esclarecedoras quando indicaram que a maior parte
dos individuos de uma palheta ndo sdo aparentados, o que explica os excessos de
heterozigotos observado para alguns /loci. Este resultado aponta que dentro de uma palheta

temos a oviposi¢ao de varias fémeas, ocasionando esta alta diversidade entre individuos.

5.5. Discussao

Estudos sobre a dispersao de mosquitos vetores sao importantes para compreender a
dindmica de desenvolvimento populacional e ocupacdo de territérios por estes (Kyle &
Harris 2008). Mosquitos fémeas se dispersam para encontrar companheiros, comida ou
locais para oviposi¢cdo. Esta dispersdo ¢ epidemiologicamente importante, pois por este
mecanismo estas fémeas adquirem e disseminam patdgenos (Trpis & Hausermanm, 1986).

A. aegypti é uma espécie nativa da Africa que se diferenciou e adaptou-se a
ambientes urbanos ao redor do mundo (Brown et al., 2013). Preferencialmente, se
desenvolvem em recipientes artificiais dentro de casas humanas, ¢ seus ovos dessecados,
podem permanecer viaveis por meses (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994). A dispersao
destes mosquitos foi mediada pelo homem ao longo dos tropicos, e tém sido facilitada
devido as condi¢des favoraveis para seu desenvolvimento e disponibilidade de alimento
existentes no ambiente urbano/doméstico e, ocorrem em grandes propor¢des devido as
adaptacdes deste vetor (Powell & Tabachnick, 2013).

Tais caracteristicas associadas com a capacidade de Ae. aegypti transmitir o virus da
dengue, tém transformado esses mosquitos em um grande problema para a satde publica

mundial. Na América do Sul, a incidéncia de doenca aumentou de ~16/100.000 habitantes

141



afetados em 1980 para ~72/100.000 habitantes afetados em 2007 (San Martin et al., 2010).
No Brasil, no ano de 2010 este niumero excede o valor de 1 milhdo de casos, € destes, 17.489
foram notificados como casos de dengue hemorragica que levaram a 656 mortes (Dick et al.,
2012).

E aceito que fémeas de Ae. aegypti ndo voam mais que 50-100m durante toda sua
vida, entretanto as informacdes historicas de rapidas coloniza¢des deste mosquito em novas
areas, bem como a expansao que a dengue e outras doengas veiculadas por estes mosquitos
vém adquirindo nas ultimas décadas, contradiz este fato (Hemme et al., 2010).

Até o momento varios estudos foram realizados para compreender a dispersao de
mosquitos Ae. aegypti (Reiter, et al., 1995; Honorio et al, 2003; Harrington et al., 2005;
Maciel-De-Freitas et al., 2007). Estes se basearam na prévia marcagao de ovos ou mosquitos
adultos, que eram liberados no ambiente, e posteriormente capturados ap6s alguns dias para
estimar a capacidade de voo e consequente dispersdo de Ae. aegypti. Em nosso trabalho
propomos estudar geneticamente o comportamento de oviposi¢ao de fémeas desta espécie a
fim de responder como ocorre a dispersdo de mosquitos Ae. aegypti. Para tanto,
selecionamos 6 ovitrampas positivas para ovos de Ae. aegypti € que possuiam menores
distancias geograficas, quando distribuidas em duas diferentes areas do municipio de
Botucatu. Utilizamos 8 marcadores microssatélites para genotipar mosquitos de uma mesma
ovitrampa, pretendendo com esta abordagem, investigar como ocorre a organizagao
populacional e qual ¢ a relagdo familial destes mosquitos.

Os valores de Fst obtidos entre mosquitos das éareas III e IV indicaram nivel de
diferenciagdo moderado entre mosquitos destas duas areas. Resultados de andlises de
diversidade genética apontaram excesso de homozigotos € DL. Porém, estes desvios ficam
evidenciados quando consideramos cada ovitrampa nas andlises. Os significantes DL
indicados nos calculos de indices de associacdo sugeriram ligagdo entre loci, entretanto
acreditamos que estes desvios possam estar relacionados com os excessos de homozigotos
encontrados anteriormente para alguns /oci.

O excesso de heterozigosidade observado para outros loci, por outro lado, indicaram
que alguns individuos de mesma palheta sdo consistentemente diferentes entre si. Este
resultado possivelmente esta relacionado com eventos de diferentes oviposigdes, por
diferentes fémeas de Ae. aegypti nestas ovitrampas. Isto foi também confirmado pelas
analises de Pedigree, que apontaram a maior parte dos individuos de mesma ovitrampa

como nao relacionados geneticamente.
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Nas analises de verossimilhanga, relagdo de parentesco nao foi identificada entre
individuos da mesma palheta, isso aponta novamente para indicios de ampla dispersdo de
ovos por fémeas de Ae. aegypti, sugeridos anteriormente. De 11 mosquitos genotipados de
uma mesma ovitrampa (ovitrampa 154 com menor nimero de individuos genotipados),
nenhum mosquito parece compartilhar informacgdes genéticas. O maior valor de irmaos
completos foi apontado para individuos das ovitrampas 110 e 117, sendo apenas quatro
mosquitos em cada ovitrampa, considerando que genotipamos 30 individuos de cada uma
destas palhetas, este numero pode ser considerado baixo. Levando em consideragao que cada
fémea pode colocar de 100 a 200 ovos por oviposicado (Honorio, 1999), o nimero de
mosquitos irmdos, encontrado em nossos dados, ¢ relativamente baixo para individuos de
mesma ovitrampa que nao possuem niveis proximos de parentesco.

Entre individuos de ovitrampas proximas (550 metros entre ovitrampas 110 e 122; ¢
240 metros para ovitrampas 173 e 176), identificamos baixo grau de relagdo familial e
estruturacdo populacional entre estes, isto pode ser em decorréncia da existéncia de outros
criadouros naturais ou artificiais disponiveis para oviposi¢do, ou a distancia adotada por nos
ser maior que a capacidade de voo destas fémeas.

Os resultados obtidos em andlises de estruturagdo populacional sugeriram
agrupamento genético entre individuos de cada ovitrampa. Provavelmente fémeas de Ae.
aegypti ndo voam longas distncias para acasalarem, e por i1sso acabam constituindo familias
dentro de uma delimitada 4rea espacial. Tal possibilidade j& foi anteriormente sugerida em
outros estudos (Trpis & Hausermann 1986, Service, 1997), onde fémeas de mosquitos voam
apenas até encontrarem lugares que supram suas emergéncias para alimentacao,
acasalamento e oviposicdo. Isto poderia explicar nossos dados de mosquitos de cada
ovitrampa estarem agrupados entre si e significativamente separados em clusters que
representam cada uma das trés palhetas, oriundas de uma grande area.

Nossos resultados levantam hipoteses que devem ser consideradas quando medidas
para controle do vetor forem aplicadas. Se fémeas de Ae. aegypti ovipdem em diferentes
criadouros ao longo de sua vida fértil, ou ainda constituem grupos, onde os individuos sio
geneticamedte parecidos, a inspecdo de criadouros artificiais e naturais, que em geral sdo
realizados pelas Secretarias de Saude municipais, devem seguir um maior espectro de

atuacao e o pessoal melhor capacitado para identificacdo destes criadouros.
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CONCLUSOES
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VI. CONCLUSOES

Neste estudo:

~  Mosquitos Ae. aegypti de diferentes localidades puderam ser agrupados segundo
sua similaridada genética, apresentando portanto, diferencas genéticas quando
consideramos diferentes regioes;

~  Estruturagdo populacional foi sugerida para mosquitos do municipio de Belo
Horizonte, que se deve, provavelmente, devido a organizacdo populacional de
mosquitos Ae. aegypti ocorrer em sub-populacdes nesta localidade;

~~  Correlacao entre tamanho da cidade e estruturagdo populacional de mosquitos Ae.
aegypti foi sugerida. Cidades maiores, em territorio espacial, parecem favorecer a
estruturagao populacional destes vetores;

=~  Fémeas de Ae. aegypti dispersam seus ovos em diferentes criadouros, de 30
individuos avaliados de uma mesma ovitrampa, apenas 4 foram apontados como
irmaos completos;

=~ (Cada criadouro atua como uma familia de Ae. aegypti. Apesar de nao manter
relagdes restritas de parentesco, individuos de mesma ovitrampa podem ser
agrupados segundo sua similaridade genética. Isto indica que fémeas de Ae. aegypti
ndo voam longas distancias para acasalar, procurar alimento ou realizar
oviposigdes, € sim se dispersam apenas até encontrarem as condigdes favoraveis
para realizar estas atividades.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Paginas 165-169:

Figura 54. Atribuic¢io de Membership. Heat colors representam probabilidades de adesdo
(vermelho = 1, branco = 0); cruzes azuis representam o cluster original. Eixo x: populagdes em
estudo; Eixo y: individuos de Belo Horizonte. Figuras gerdas pelo Software R, pacote adegenet.
Figuras: A. membership para a populagao de BH;

B. membership para a populagao de BTU;

C. membership para a populacdo de CG;

D. membership para a populacdo de MAR;

E. membership para a populacdo de RON.

Anexo 2. Paginas 170-172:

Figura 55. Dendrograma de Distincia Genética de Bruvo’s. Arvore de distincia genética
calculada pela estatistica de Bruvo's apos clusteriza¢do dos dados com BIC (baseado em K-means),
bootstrap de 1.000. Dendrogramas gerados pelo Software R, pacote poppr.

Figuras A: Distancia genética entre os individuos das 4 sub-regides de BTU;

B. Distancia genética entre individuos das 6 sub-regides de BH;

C. Distancia genética entre individuos das 7 sub-regides de CG.
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Figura 54. Atribuicao de Membership. Heat colors representam probabilidades de adesdo (vermelho = 1, branco = 0); cruzes azuis representam o cluster
original. Eixo x: populagdes em estudo; Eixo y: individuos de Belo Horizonte. Figuras: A. membership para a populagao de BH; B. membership para a
populacao de BTU; C. membership para a populagdo de CG; D. membership para a populacdo de MAR; E. membership para a populacao de RON. Figuras
gerdas pelo Software R, pacote adegenet.
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Rondonopolis — atribuicao de Membership
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Figura 55. Dendrograma de Distancia Genética de Bruvo’s. Arvore de distancia genética calculada pela estatistica de Bruvo's apos clusterizagio dos dados com BIC
(baseado em K-means), bootstrap de 1.000. Figuras A: Distancia genética entre os individuos das 4 sub-regides de BTU; B. Distancia genética entre individuos das 6

sub-regidoes de BH; C. Distancia genética entre individuos das 7 sub-regides de CG. Dendrogramas gerados pelo Software R, pacote poppr.
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