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RESUMO

Mosquitos do género Aedes sdo implicados na transmissdo de varias doencas infecciosas.
Aspectos como dindmica populacional, estrutura e diversidade genética de populagdes de
mosquitos sdo importantes para auxiliar no desenvolvimento de ferramentas mais eficientes de
monitoramento e controle vetorial. O presente estudo teve como objetivo principal avaliar a
estrutura genética das espécies A. aegypti e A. albopictus em Sao Lourenco da Mata (SLM). As
coletas de ovos foram realizadas em trés areas: Arena Pernambuco (AP); Obra de Maria (OM)
e Parque Capibaribe (PC), e ocorreram em dois periodos distintos, separados por um ano. As
larvas foram mantidas no insetario até a emergéncia dos insetos adultos e estes foram
identificados por taxonomia classica. Em seguida foram submetidos individualmente a extracao
de DNA, PCR para amplificar fragmentos dos genes mitocondriais COl e ND5 e
sequenciamento. As coletas revelaram maior abundéncia da espécie A. albopictus nas areas de
AP e OM, e prevaléncia de A. aegypti em PC. A andlise do nimero de haplétipos e diversidade
nucleotidica (r) de COIl para A. albopictus revelou uma diminuicéo desses indices ao longo dos
dois anos do estudo. Por outro lado, o numero de haplétipos e 1 de ND5 em SLM nio sofreram
variacdo entre os dois anos. Resultados similares foram observados para COl em A. aegypti,
com excec¢do do numero de haplétipos ¢ T de ND5 que aumentaram em um ano. Os testes de
neutralidade demonstram que, em geral, ha uma expansao populacional do género Aedes em
SLM, cujos marcadores ndo estdo sob efeito de selecdo. Os dados de indice de fixagdo (FsT)
para A. albopictus indicaram diminui¢do significativa da diferenciacdo genética na comparacdo
entre os dois anos. Enquanto que os dados de Fst para A. aegypti demonstraram moderada
divergéncia. Os resultados obtidos sugerem que as populagdes de A. albopictus e A. aegypti de
SLM apresentam atualmente baixa diferenciacdo genética, quando comparadas ao periodo de
coleta anterior.

Palavras chave: Aedes. Estrutura genética. Urbanizacéo.
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ABSTRACT

Mosquitoes of the Aedes genus are implicated in the transmission of various infectious diseases.
Aspects such as population dynamics, structure and genetic diversity of mosquito populations
are important to assist the development of more efficient monitoring and vector control tools.
This study had as the main goal to evaluate the genetic structure of A. aegypti and A. albopictus
species in S. Lourenco da Mata (SLM). The egg collections were done in three areas:
Pernambuco Arena (PA); Obra de Maria (OM) and Capibaribe Park (CP), and occurred in two
distinct periods, separated by a year. The larvae were kept in the cage until surfaced the adult
insects and these were identified by classical taxonomy. Then they were individually subjected
to DNA extraction, PCR to amplify fragments of the mitochondrial genes COIl and ND5 and
sequencing. The collections showed greater abundance of the A. albopictus species in the PA
and OM areas, and supremacy of A. aegypti in CP. The analysis of the number of haplotypes
and nucleotide diversity (z) of COI for A. albopictus revealed a decrease in these indexes all
over the two years of this review. On the other hand, the number of haplotypes and = of ND5
in SLM did not change in two years. Similar results were observed for COl in A. aegypti, except
for the number of haplotypes and = of ND5 that increased in one year. The neutrality tests show
that, in general, there is a population expansion of the Aedes genus in SLM, whose markers are
not under selection effect. Fixed index (Fst) data for A. albopictus indicated a significant
decrease in genetic differentiation in the two years proportion. While the Fst data for A. aegypti
showed moderate divergence. The results obtained suggest that the A. albopictus and A. aegypti
populations of SLM introduce low genetic differentiation when compared to the previous
collection period.

Keywords: Aedes. Genetic structure. Urbanization.
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1 INTRODUCAO

A familia Culicidae é composta por diversas especies dotadas da capacidade de
transmitir patdgenos a diferentes tipos de hospedeiros através do seu habito de alimentagédo
hematofagico (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Dentre as principais espécies
de importancia médica e epidemioldgica estdo Aedes aegypti e Aedes albopictus, considerados
0s vetores mais importantes de arboviroses em todo o mundo e implicados na transmisséo e
disseminacdo de doencas infecciosas, como febre amarela, dengue, chikungunya e zika
(GUBLER, 2011; SANTOS; BARBOSA, 2014; VASCONCELOS, 2015; VEGA-RUA et al.,
2014).

O mosquito A. aegypti possui competéncia vetorial para diferentes virus e é classificado
como principal vetor do virus dengue e da febre amarela urbana nas Américas (NEVES et al.,
2000). Este mosquito é apontado como responsavel por epidemias de dengue registradas em
diversos estados brasileiros, implicado também como responsavel pelas epidemias de zika e
chikungunya que ocorreram entre 2015 e 2016 (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016).

O mosquito A. albopictus é capaz de transmitir cerca de 26 arbovirus diferentes. Nos
ultimos anos, a competéncia vetorial desta espécie tem sido demonstrada em condigdes de
laborat6rio, como por exemplo ao virus Chikungunya e aos diferentes sorotipos de virus
Dengue (VEGA-RUA et al., 2013). A. albopictus é considerado o vetor natural do virus dengue
em areas urbanas, sub-urbanas e rurais da Asia, é também o transmissor da Encefalite Japonesa
neste continente.

No Brasil esta espécie ainda ndo foi associada a transmissao da dengue, apesar de ser
potencial vetor. No entanto, estudos demonstraram a presenca do virus Dengue em um pool de
larvas do mosquito naturalmente infectadas com o virus Dengue tipo 1 (DENV1), na regido de
Montes Altos-MG (SERUFO et al., 1993). Estudos conduzidos em laboratério demonstraram
que populaces brasileiras de A. albopictus séo capazes de transmitir horizontalmente os quatro
sorotipos do dengue, e de transferir verticalmente dois sorotipos do virus, 1 e 4. E importante
ressaltar que A. albopictus pode ser um elemento de elo entre os ciclos silvestre e urbano da
febre amarela, e de outros arbovirus no Brasil, levando em consideragéo a facilidade com que
frequenta, de forma igualitaria, os ambientes silvestres, rurais, suburbanos e urbanos
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Alguns dos principais fatores que mantém a alta densidade populacional desses vetores

e as consequentes transmissdes dessas doengas sdo o elevado crescimento desordenado das



Anélise da variabilidade genética de mosquitos do género Aedes Santos, S. A. 15

populagdes humanas e a consequente urbanizacdo ndo planejada; popularizagéo do transporte
aereo, que facilita o processo de dispersao destes vetores; nimero de criadouros existentes nos
meios urbanos; alteracdes no seu habitat natural, como o desmatamento de grandes areas; e
caréncia de estrutura sanitaria adequada. Estes fatores agregados podem acarretar a migracao
de populagdes de vetores de seu habitat natural para areas urbanas, culminando em seu
estabelecimento naquele ambiente (GUBLER, 2012).

O municipio de S8 Lourenco da Mata no estado de Pernambuco possui como
caracteristica fitogeografica principal a presenca de grandes areas de Mata Atlantica
entremeadas por areas antropizadas. O processo de urbanizagdo de um ambiente que possui
caracteristicas nativas silvestres, como as altera¢cdes urbanisticas realizadas no Municipio de
Sdo Lourenco da Mata, podem ocasionar, dentre outros danos a natureza, alteracGes na estrutura
e diversidade genética de populacdes de mosquitos endémicas daquela regido, gerando impacto
no comportamento dos individuos, e possiveis mudancas de resposta as acdes de controle
vetorial. De acordo com Ribeiro et al. (2012), a degradacdo ambiental promove a proliferagéo
de espécies de mosquito com plasticidade adaptativa, que podem se desenvolver em areas
suburbanas, mostrando uma tendéncia a domiciliacdo e capacidade para transportar e transmitir
agentes patogénicos para 0s seres humanos e 0s animais.

O estudo de variabilidade e estrutura genética de populaces de mosquitos vetores é de
grande importancia, pois permite o conhecimento de caracteristicas intrinsecas dos individuos
gue possam influenciar na resposta destes as a¢6es de controle vetorial. Além disso, permite o
conhecimento da relacdo filogenética entre populacbes de regides diferentes, informacéo de
grande importancia para o entendimento sobre o fluxo génico e a influéncia do ambiente no
perfil genético das populagdes, o conhecimento da origem dessas populagdes, dados que podem
facilitar o melhor desenvolvimento de estratégias de controle direcionadas ao perfil genético de
cada populacdo (CALVEZ et al., 2016).

Dessa forma, é de fundamental importancia a realizacdo de estudos sobre os culicideos
do género Aedes presentes no municipio de S&o Lourenco da Mata, visto que tais informacGes
subsidiardo gestores do municipio para a qualificacdo das metodologias de controle vetorial

empregadas na area.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mosquitos do género Aedes

O género Aedes € composto por diversas espécies que possuem importancia
epidemioldgica e que estdo enquadradas em dois subgéneros: Stegomyia e Ochlerotatus
(CONSOLI; LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

No subgénero Stegomyia, originario da Etidpia, existem duas espécies de grande
importancia epidemioldgica no Brasil, as quais sdo investigadas no presente estudo, A. aegypti
e A. albopictus (Figura 1).

Figura 1 — Mosquitos do género Aedes.

Florida Medical Entomology Laboratory
©1999 UNIVERSITY OF FLORIDA

Fonte: Lounibos e O'Meara (1999)
Legenda: A - A. aegypti; B - A. albopictus.

Os individuos destas espécies apresentam desenvolvimento em criadouros naturais, tais
como ocos de arvores e plantas da familia das bromeliaceas, como também em criadouros
artificiais geralmente produzidos pela atividade humana, tais como reservatérios de agua para
consumo e descartes em geral que possam acumular agua suficiente para a eclosdo e
desenvolvimento das larvas (FORATTINI, 2002). Em estudo recente foi observada a
colonizagdo de criadouros com alta carga de matéria organica por individuos do género Aedes,
como canaletas, caixas de inspecao e esgoto, prova da alta capacidade de adaptacéo do género
as modificacbes ambientais proporcionadas pelo homem (SANTOS; BARBOSA, 2014). Os

ovos sdo depositados pelas fémeas de maneira que sejam dispersados pelo maior numero de
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criadouros possivel, em superficies proximas a lamina d’agua ou em ambientes inundéveis. Os
ovos continuam viaveis por longos periodos de seca ap6s rapido processo de desenvolvimento
embrionario. Estas espécies fazem parte da familia Culicidae, e como em outros culicideos, a
fase larval é composta por 3 mudas, sendo o estagio L4 o ultimo estagio larval, culminando
com a pupa, ultimo estagio aquatico das espécies em questdo, de onde emerge o inseto adulto
(Figura 2). As fémeas de A. aegypti e A. albopictus possuem héabito alimentar hematéfagico e
sdo bastante vorazes, picando o hospedeiro durante o periodo diurno, porém sao oportunistas,
podendo se alimentar no periodo noturno caso um hospedeiro se aproxime de seu local de
repouso (DAY, 2016; FORATTINI, 2002; SANTOS; BARBOSA, 2014; SILVA et al., 2012).

Figura 2 — Ciclo biol6gico das espécies do género Aedes.

Fonte: Superintendéncia de Controle de Endemias (2007)

A espécie A. aegypti é considerada a melhor adaptada ao ambiente urbano, classificada
como antropofilica e sinantropica por estar adaptada a viver no ambiente humano. Existe um
consenso de que a partir de populac@es silvestres foi selecionada uma variedade genética deste
mosquito capaz de se adaptar a areas alteradas e se desenvolver em aglomerados humanos
(NATAL, 2002). Os individuos desta espécie apresentam em sua fase adulta caracteristicas

morfologicas tais como aspecto rajado, corpo de cor enegrecida com manchas branco-
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prateadas. S&o facilmente identificados pela presenca de um desenho em forma de lira presente
em seu mesonoto (Figura 3) (NATAL, 2002; NEVES et al., 2000; REY et al., 2010).

Figura 3 — Fémea da espécie A. aegypti.

Fonte: The Disease Daily (2012)

Os individuos da espécie A. aegypti apresentam atividade diurna, realizam copula,
hematofagia e oviposi¢do durante o dia. Quanto a alimentacdo, os machos da espécie em
questdo se alimentam de substancias acucaradas, como frutose e glicose por exemplo, enquanto
as fémeas, além de se alimentarem de substancias agucaradas, realizam também a hematofagia,
essencial a maturacdo dos ovos, além de ser importante para sua nutricdo fazendo com que
tenham sobrevida maior do que aquelas espécies que nao possuem ingestdo sanguinea (NEVES
et al., 2000).

A alimentacdo sanguinea da espécie é realizada geralmente no intradomicilio, em
ambientes escuros, em voos préximos ao solo. As investidas das fémeas sdo raramente notadas
pelo hospedeiro, que sé se da conta que foi picado quando a fémea ja estd se deslocando
ingurgitada, deixando para tras, no local da picada, proteinas presentes em sua saliva que
causam prurido e irritacdo. Caso a fémea nao complete seu repasto sanguineo em um Unico
hospedeiro por ter sido afastada quando percebida, por exemplo, ela pode interromper o
processo de alimentacao e ser atraida por este mesmo hospedeiro ou por um outro rapidamente,
e novamente se ingurgitar de sangue até que esteja satisfeita, quando busca por abrigo para a
digestao do material ingurgitado (HONORIO et al., 2015; NATAL, 2002; NEVES et al., 2000).

A espécie A. albopictus foi detectada no Brasil pela primeira vez em 1986 no estado do
Rio de Janeiro, pelo pesquisador da Faculdade de Saude Publica da Universidade de S&o Paulo,
Oswaldo Paulo Forattini. No estado de Pernambuco, mais especificamente na Regido

Metropolitana do Recife (RMR), o primeiro relato da presenca da espécie ocorreu em regido de
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Mata Atlantica no ano de 1999 (ANASTACIO, 2002). No ano de 2002 foi detectada a presenca
da espécie A. albopictus em nove bairros da Regido Metropolitana do Recife: Cordeiro, Dois
Irmdos, Dois Unidos, Afogados, Véarzea, Ilha do Leite, Imbiribeira, Torre e lbura, sendo
relatado que em Dois Irmdos e Dois Unidos houve prevaléncia de individuos da espécie A.
albopictus sobre A. Aegypti (ANASTACIO, 2002). A espécie supracitada é também conhecida
como “tigre asiatico”, e apresenta como caracteristicas morfologicas em sua fase adulta o torax
enegrecido, presenca de linha vertical de tonalidade clara formada por escamas branco-
prateadas, faixas e manchas ao longo do corpo também de tonalidade clara (Figura 4)
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1986).

Figura 4 — Fémea da espécie A. albopictus.

Fonte: Caratinga (2014)

A. albopictus apresenta distribuicdo geografica em paises de localizagdo tropical e
temperada do globo, sendo amplamente encontrado no Brasil, em 24 dos 27 estados
(PANCETTI et al., 2015). Mesmo com ampla distribui¢cdo no pais, a espécie ainda ndo foi
relatada como vetora do virus dengue, embora tenha se mostrado sob condices artificiais que
populacBes brasileiras da espécie sdo capazes de serem infectadas com o virus dengue e
transmitir tal virus com sucesso (PANCETTI et al., 2015; VEGA-RUA et al., 2014).

Os individuos da espécie A. albopictus sdo classificados como exofilicos, por preferirem
se abrigar fora do ambiente domiciliar, e exofagicos, por preferirem se alimentar também no
peridomicilio e demais areas livres fora de uma casa. Eles séo encontrados mais comumente
em areas rurais, silvestres e semi-silvestres, porém atualmente vém sendo encontrados também
em areas mais urbanizadas, dividindo espaco com A. aegypti (HONORIO et al., 2015).

Aedes albopictus é uma espécie também de habitos diurnos, assim como A. aegypti,

realizando copula, hematofagia e oviposi¢do durante o dia. Quanto ao habito alimentar da
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espécie, as fémeas podem buscar sua alimentacao sanguinea em diferentes tipos de animais, por
serem mais comuns em ambientes rurais, podem se alimentar em hospedeiros silvestres, e por
serem oportunistas podem se alimentar também em hospedeiros domésticos, como cachorros,
gatos, e seres humanos, sendo este aspecto de grande importancia no estudo da espécie pois
devido a facilidade com que frequenta tanto ambientes rurais quanto urbanizados pode se tornar
um elo entre os ciclos silvestres e urbanos de arboviroses, como por exemplo o ciclo da febre
amarela (PANCETTI et al., 2015). Por todos os aspectos descritos, o conhecimento da
epidemiologia e de caracteristicas que conferem importancia médica as espécies do género

Aedes se mostra importante.

2.2 Epidemiologia e importancia médica de mosquitos do género Aedes

Mosquitos do género Aedes sdo responsaveis por epidemias e surtos, como a epidemia
do virus Zika (ZIKV) disseminada pelo A. aegypti em Pernambuco registrada no ano de 2015
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016).

Os individuos destas espécies possuem algumas caracteristicas intrinsecas que 0s
tornam vetores competentes, tais como infeccdo pelo virus em células epiteliais do intestino,
replicacdo e posterior distribui¢do do virus para hemocele e por fim infeccdo das glandulas
salivares do artrépode, de onde este patdgeno se encaminhard para o corpo do hospedeiro
vertebrado através da hematofagia (BEERNTSEN et al., 2000; INFORME
EPIDEMIOLOGICO DO SUS, 2001; SALAZAR et al., 2007).

Durante a hematofagia, uma fémea pode picar mais de um hospedeiro vertebrado. Esta
multiplicidade de hospedeiros aumenta a possibilidade de transmissdo pelas espécies A. Aegypti
e A. albopictus de diferentes patdgenos causadores de doencas, como 0s virus da dengue,
chikungunya e zika (NATAL, 2002; WILSON; SCHLAGENHAUF, 2016).

A espécie A. albopictus no Brasil ainda ndo foi descrita como transmissora do virus
Dengue, mas em outros paises do mundo a espécie ja se caracteriza como transmissora desta e
de outras arboviroses, como febre amarela, chikungunya e também tipos de encefalites. Estudo
conduzido em laboratério mostrou que A. albopictus € capaz de transmitir, experimentalmente
diferentes tipos de arbovirus, evidenciando sua importancia epidemiologica (PANCETTI et al.,
2015; VEGA-RUA et al., 2013).

Estudos recentes revelaram uma grande competéncia vetorial de populagdes brasileiras

de A. albopictus para transmissao do virus Chikungunya, sob condi¢6es de laboratorio, o que
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torna o estudo sobre a biologia deste vetor de grande importancia, sendo a vigilancia
epidemioldgica e entomolOgica para esta espécie extremamente necessaria no Brasil
(PANCETTI et al., 2015; VEGA-RUA et al., 2014).

A espécie A. aegypti é considerada responsavel atualmente no Brasil pela disseminacédo
de mais dois virus: Zika e Chikungunya. O virus Zika pertence a familia Flaviviridae, foi
isolado originalmente de uma fémea em estado febril da espécie de macaco Rhesus na floresta
de Zika em Uganda - Africa em 1947, dai 0 nome dado ao virus. Este virus esta relacionado a
dois outros virus transmitidos pelo A. aegypti, o virus da Febre Amarela (VFA) e o virus da
Dengue, ambos com ocorréncia de febre hemorrégica. Mesmo apresentando-se na maioria dos
casos como uma virose branda, de expressao benigna, recentemente na Polinésia Francesa e no
Brasil foram registrados casos mais graves de associacao do virus zika com comprometimento
do sistema nervoso central - sindrome de Guillain-Barré, meningite, mielite transversa
(VASCONCELOS, 2015).

O virus Chikungunya é parte da familia Togaviridae e possui quatro linhagens
geneticamente distintas: Oeste Africano, Leste-Centro-Sul Africano (ECSA), Asiatico e
Oceano Indico (IOL). O primeiro isolamento do virus ocorreu de soro humano durante um surto
da doenca febril na Tanzania em 1953 (AZEVEDO et al., 2015).

Diferentes fatores contribuem atualmente para o aparecimento e disseminacdo de
arboviroses em novas areas antes ndo atingidas por estas doencas, como zika e chikungunya
por exemplo, sendo o principal fator a presenca em todo o globo dos vetores A. aegypti e A.
albopictus. Tudo isso mostra mais uma vez a importancia do controle vetorial e vigilancia
entomoldgica, afim de impedir o continuo avango de tais arboviroses tdo danosas para a
populacdo mundial. A utilizacdo de ferramentas genéticas no estudo de tais vetores se mostra
bastante importante para que seja possivel obter de forma mais aprofundada a melhor estratégia

de controle vetorial.

2.3 Estudo da diversidade em mosquitos de importancia médica

Diversidade genética se caracteriza por variagdes biologicas hereditarias acumuladas
durante a evolucdo, gerada basicamente por mutagdes na sequéncia nucleotidica no momento
da replicacdo do DNA. Quando essa variacao ocorre entre individuos de uma mesma espécie é
denominada como polimorfismo ou diversidade intraespecifica, j& quando a variagdo ocorre

entre espécies diferentes, estando fixada dentro de cada taxon, diz-se que ha uma substituicdo
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de carater, podendo ser nucleotidica, em caso de DNA, ou aminoacidica, em caso de proteina.
Podem ser realizados dois tipos de investigacdo da diversidade genética e suas variagdes
bioldgicas, é possivel investigar variacdes genéticas intraespecificas, quando se deseja
compreender as relacGes entre individuos e populagdes de cada espécie, buscando entender qual
a relacdo de parentesco, se existe ou ndo fluxo génico entre populaces de uma mesma espécie,
qual o estado de conservacdo de uma determinada espécie. E possivel também investigar a
diversidade genética entre espécies, quando o objetivo é conhecer as relacoes filogenéticas nos
diferentes niveis taxondmicos (familias, géneros, espécies) ou realizar a caracterizacdo de
espécies, atraves da identificacdo de marcadores conservados que permitam a diferenciacdo
(SANTOS et al., 2009).

Uma gama de técnicas moleculares esta disponivel para o estudo da diversidade genética
em diferentes organismos. A primeira técnica molecular desenvolvida e utilizada na
identificacdo de modificacBes genéticas entre organismos foi 0 RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism). Outros tipos sdo: AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). A técnica PCR (Polymerase Chain Reaction) é
bem utilizada em estudos moleculares, incluindo estudos com mosquitos, permitindo a
realizacdo de técnicas como as supracitadas. A PCR permite realizar o estudo molecular desde
um Unico individuo até um grande nimero deles, em qualquer fase de seu desenvolvimento,
através da amplificacéo in vitro de milhares de copias de um fragmento sintético de DNA de
tamanho definido, baseado em um DNA molde de interesse (AMORIM, 2013; HIRAGI et al.,
2009; LIMA, 2013).

Diferentes marcadores moleculares podem ser utilizados nos estudos de diversidade
genética, uma vez que contribuem com informacdes sobre diferentes regibes do genoma
(PANDEY et al., 2006). Dentre os diferentes tipos de marcadores, 0 DNA mitocondrial
(mtDNA) é amplamente utilizado em estudos de genética de populacdo para determinacéo do
grau de relacdo entre individuos da mesma espécie (DNA barcoding), avaliacdo de niveis de
endogamia, se ha fluxo génico entre as populagdes, ocorréncia de gargalos populacionais, além
de estudos filogenéticos e filogeograficos (LIMA, 2013).

O tipo de ferramenta molecular a ser utilizada em um estudo €, geralmente, selecionado

de acordo com o objetivo do trabalho.
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2.4 DNA mitocondrial em estudos genéticos

O DNA mitocondrial (mtDNA) foi descoberto em 1966 por Van Bruggen, Sinclair e
Stevens e Nass, sendo completamente sequenciado em 1981 por Anderson et al. Comecou a ser
usado por volta das décadas de 70-80, passando a fazer parte da maioria dos estudos
populacionais (ARIAS et al., 2003; REIS et al., 2013; SOUZA, 2005).

O mtDNA possui caracteristicas Unicas que o fazem ser bem utilizado em estudos
genéticos e populacionais, tais como: ser formado por um pequeno genoma circular, com cerca
de 16 kb; apresentar heranga materna e auséncia de recombinago; nimero reduzido de genes,
37 ao todo; possuir regido ndo codificadora chamada de regido rica em A+T em invertebrados,
regido possivelmente responsavel por controlar a replicacdo e a transcricdio do mtDNA,
composta por aproximadamente 1200 nucleotideos; apresentar alteracdes no tamanho da
molécula devido a deleces e inser¢des, principalmente na regido rica em A+T; e possuir, em
comparagdo ao genoma nuclear, taxa evolutiva (substituicdo de base) bastante alta (Figura 5)
(ARIAS et al., 2003; AVISE, 2004; MARRELLI, 2011; SOUZA, 2005).

Figura 5 — Organizacdo do DNA mitocondrial com genes codificantes e regido controle.
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Fonte: Guedes (2006)

Além das caracteristicas supracitadas o mtDNA funciona como um marcador
microevolutivo a nivel intraespecifico e pode ser empregado como um guia informativo das

relacOes filogenéticas entre diferentes grupos de animais (ARIAS et al., 2003; AVISE, 2004).
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O genoma mitocondrial tem origem materna, sendo por este motivo um bom
informativo sobre grau de parentesco, pode ser usado para investigar a historia evolutiva de
determinada espécie e estudar a filogenia entre populac@es existentes, independendo se estas
sofreram efeitos seletivos ou adaptativos, e nunca, ou muito raramente, sofre recombinacéo
génica. O mtDNA possui como caracteristica marcante também o fato de evoluir rapidamente,
10 vezes mais rapido que o DNA nuclear, pois ha nesta molécula um acimulo de mutag6es por
ndo haver mecanismos reparadores na mesma, e desta forma alteracGes intraespecificas séo
facilmente constatadas, pode ser utilizado também para inferir sobre estrutura populacional e
historia populacional recente (AVISE, 2004; GUEDES, 2006; HARTL; CLARK, 2010; MAIA
et al., 2009; PADUAN, 2008).

Mesmo com alta taxa de evolucdo, individuos apresentam geralmente o mesmo tipo de
molécula de DNA mitocondrial em todas as células de todos os tecidos do organismo. Ainda
que exista equivaléncia qualitativa de moléculas do mtDNA em um mesmo individuo, ha uma
diferenca entre a taxa de mutacéao entre os diferentes genes da molécula em questdo. Os genes
gue acumulam de forma mais rapida as mutacdes, como substituicdes de bases, sdo 0s genes
que codificam as seguintes subunidades: NADH desidrogenase, citocromo ¢ oxidase e RNAL.
Ja os genes que estdo entre 0s mais conservados do material genético mitocondrial sdo os que
codificam as unidades ribossémicas e o citocromo b. A regido A+T, também chamada de regido
D-loop, é considerada a mais variavel, podendo sofrer substituicdo de bases, inser¢Ges ou
delecdes, sendo estas Ultimas responsaveis por possiveis alteracdes no tamanho da molécula de
mtDNA (AVISE, 2004; GUEDES, 2006).

Uma das regides do genoma mitocondrial mais utilizadas nos estudos evolutivos e
populacionais € uma regido do gene COI, subunidade | da citocromo oxidase, pois esta é
caracterizada como um cédigo de barras universal para diferentes espécies. Essa regido é
conhecida como barcoding, sendo utilizada em estudos de taxonomia, filogenia, filogeografia,
genética de populacbes na familia Culicidae (MARRELLI, 2011). Este gene mitocondrial é
classificado como 0 maior entre as trés subunidades de citocromo oxidase codificadas pelo
mtDNA e também a subunidade mais conservada.

O complexo NADH desidrogenase, ou complexo respiratdrio mitocondrial I, é
composto por grande numero de subunidades onde muitos séo codificados pelo mtDNA. O gene
mitocondrial ND5 em especifico foi demonstrado como sendo altamente polimorfico, e €
bastante utilizado em estudos populacionais e de diversidade genética (PADUAN, 2008). O

gene ND5, NADH desidrogenase subunidade 5, é considerado uma ferramenta poderosa para
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elucidar questdes sobre nivel de divergéncia filogenética entre espécies intimamente
relacionadas, como espécies que pertencem ao mesmo complexo por exemplo. Este gene é
caracterizado como um dos genes mais variaveis do mtDNA e ¢ bastante utilizado no estudo de
muitas espécies dos géneros Aedes e Anopheles (MAIA et al., 2009; MAKHAWI et al., 2013).

2.5 Estudos de diversidade genética em mosquitos do género Aedes

O estudo da diversidade genética contribui para o conhecimento das variacGes intra e
interespecificas nas diferentes populagdes de mosquito. Intraespecificamente, as variacdes
genéticas podem fornecer informagdes sobre presenca ou auséncia de fluxo génico, nivel de
conservacao da espécie, por exemplo. Interespecificamente, auxilia na identificacédo de espécies
cripticas com a utilizacdo de marcadores conservados, obtencao de informacdes sobre relacdes
filogenéticas entre espécies, entre outras possibilidades (SANTOS et al., 2009).

A diversidade genética pode também atuar como um importante indicador sobre a
capacidade de uma espécie ou uma populacdo de individuos se adaptar a0 meio ambiente,
guanto maior a diversidade genética de uma populacdo melhor a resposta desta as alteracdes
das condi¢es ambientais, significando que esta populacao estard mais propensa a expandir seus
limites geogréficos de habitat. A reducdo da diversidade genética em uma populacao, por outro
lado, reduz o potencial adaptativo desta mesma ao ambiente, estando relacionado a isso um
aumento da homozigose. Para que os individuos de uma populacdo persistam em determinado
ambiente devem possuir fontes alélicas suficientes para se reajustar aos novos fatores de selecédo
(KONONOQV et al., 2016; MARKERT et al., 2010).

As mudancgas geradas pelo homem no ambiente tendem a fragmentar os habitats e
consequentemente as populacdes de organismos, reduzindo o tamanho destas e gerando um
aumento nos indices de endogamia dentro das subpopulacfes. A endogamia gera um aumento
da homozigose entre os individuos daquela populacdo consequentemente desencadeia a
diminuicdo da variabilidade genética e uma menor adaptabilidade ao ambiente. Populactes
endogamicas apresentam em geral maior diferenca genética entre populacgdes, pois dentro das
populacdes estd ocorrendo & queda deste indice (AGNARSSON et al., 2013). O processo de
distanciamento genético entre subpopulacbes de determinada espécie em um ambiente
geograficamente fragmentado ndo ocorre necessariamente de forma abrupta, pois a imposi¢ao
de barreiras ao fluxo génico pode ser um processo gradual e ao qual os organismos respondem

de acordo com sua ecologia (CARNAVAL, 2002). Dessa forma, € possivel dizer que
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populacdes distantes fisicamente ndo necessariamente serdo distantes geneticamente, porém a
divergéncia podera surgir através de processos de deriva genética, equilibrados pelo fluxo
génico (WRIGHT, 1943).

O fluxo génico se caracteriza por trocas de material genético entre individuos de
populacbes, e caracteristicas como distribuicdo geografica, antropofilia, capacidade de
dispersdo, numero efetivo populacional, dentre outras, podem influenciar direta ou
indiretamente o fluxo génico, resultando em efeitos sobre variabilidade e diferenciacédo
genética. A ocorréncia de fluxo génico é considerada relevante para a aproximacgéo genetica
entre populagOes, e mesmo que ocorra de forma eventual pode dificultar a visualizagdo de
estruturacdo genética historica quebrada em evento recente (SOUSA, 2013). O fluxo génico é
importante para a estruturacdo populacional, uma vez que altos niveis de fluxo génico entre
populacdes indicam que as populaces podem evoluir em conjunto, em contrapartida baixos
niveis deste parametro demonstram uma tendéncia de que cada populacéo seja capaz de evoluir
de forma independente (SLATKIN, 1994).

Além da analise do fluxo génico, a diversidade genética é considerada como outro
parametro populacional crucial a estudos sobre conservacdo de organismos. Esta diversidade
compreende inimeros fatores, tal como a riqueza alélica, a qual permite identificar os niveis de
heterozigosidade dentro e entre populagées (MELO, 2012). Estudos de diversidade genética
permitem a obtencdo de dados sobre individuos de uma populagdo, tais como mosquitos,
demostrando respostas a niveis de adaptacdo a modificagdes ambientais, por exemplo (HIRAGI
etal., 2009).

Sendo assim, a avaliacdo da diversidade genética e suas variacdes biologicas em
mosquitos, especificamente os pertencentes ao género Aedes por estarem envolvidos na
transmissdo de diversos arbovirus de impacto na saude da populacdo mundial, é de grande
importancia, pois pode auxiliar no planejamento e desenvolvimento de medidas de controle
equivalentes as condi¢des da regido de interesse, como 0 municipio de Sdo Lourengo da Mata,
area de estudo do presente trabalho.
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3 JUSTIFICATIVA

Um dos fatores essenciais ao sucesso de um programa de controle € o conhecimento
aprofundado sobre a biologia do vetor. E sabido que o entendimento de diferentes aspectos, tais
como estruturacdo genética e dindmica populacional, sdo fundamentais no estabelecimento de
estratégias de controle mais eficientes. Desta maneira, a identificacdo de padrGes de
estruturacdo genética e fluxo génico, dentro das populacdes de mosquitos, sdo de crucial
importancia para monitorar e até mesmo impedir a circulacdo de determinados tracos genéticos.
Levando-se em consideracdo que mudangas ambientais decorrentes do processo de urbanizacéo
favorecem o aumento da densidade de algumas espécies de culicideos vetores, com riscos
potenciais de transmissao de patdgenos para humanos, o presente estudo visa identificar o modo
de dispersao e colonizacdo das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus, além de investigar a
diversidade genética de tais espécies no municipio de Sdo Lourengo da Mata (SLM). O
municipio de SLM, regido formada por areas urbanizadas e de Mata Atlantica, passou por
grandes alteracbes em sua paisagem, constru¢cbes como a Arena Pernambuco e novos
empreendimentos tém trazido para area mudancas estruturais principalmente com relagdo a
reducdo de areas de Mata Atlantica, ocasionando danos a fauna e flora da regido. Alteracdes no
habitat natural de seres vivos, entre eles os culicideos, acarretam diversas alteracdes em seu
comportamento e estruturacdo génica, causando desequilibrio e disseminacgdo de arboviroses.
Portanto, o estudo detalhado das caracteristicas destes vetores é de grande importancia para o

desenvolvimento de melhores a¢Bes de controle no municipio.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

A modificacdo ambiental e urbanizacao das areas de Obra de Maria, Parque Capibaribe
e Arena PE, no municipio de Sdo Lourenco da Mata - Pernambuco, interferem na variabilidade

genética de populacdes de Aedes sp. da regido?
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5 HIPOTESE

Alteracdes no habitat natural dos culicideos, ocasionada pelo processo de urbanizacao
observado em Sdo Lourenco da Mata, podem acarretar em diminuicao da variabilidade genética

de mosquitos do género Aedes.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Analisar a variabilidade genética de mosquitos das espécies Aedes aegypti e Aedes
albopictus provenientes das areas de Obra de Maria, Arena Pernambuco e Parque Capibaribe

no municipio de S&o Lourenco da Mata.

6.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar a estrutura genética das populac@es de culicideos das espécies Aedes
aegypti e Aedes albopictus coletadas na cidade de Sdo Lourengo da Mata;

b) Estimar o fluxo génico e distancia genética em mosquitos das espécies Aedes aegypti
e Aedes albopictus e associar estes parametros com o processo de urbanizagao;

c) Avaliar as relacGes filogenéticas existentes nos mosquitos das espécies Aedes aegypti
e Aedes albopictus e avaliar a possivel existéncia de linhagens evolutivas dentro das

subpopulagdes estudadas.
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 Areas de Estudo

O municipio de S&o Lourenco da Mata (SLM) esta localizado na Regido Metropolitana
do Recife (RMR), limitando-se com cidades como Jaboatdo dos Guararapes, Moreno, Recife,
Camaragibe (Figura 6).

Figura 6 — Mapa ilustrativo do municipio de Sdo Lourenco da Mata e regifes circunvizinhas.

O LOURENGO®
DAMATA
1

Fonte: S&o Lourengo da Mata (2014)

Localizada a 18 km do Recife, a extensdo territorial da cidade compreende uma area de
264 km? e abriga quase 98.402 habitantes, de acordo com dados apresentados pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Dentro do municipio foram selecionadas trés
regibes com caracteristicas ambientais distintas: 1) a Arena Pernambuco (AP), construida para
sediar eventos esportivos no estado, o estadio tem perfil multiuso sendo adaptavel para jogos

de futebol, outras partidas esportivas, grandes espetaculos, feiras e convencdes; 2) a
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Congregacdo Catolica de Obra de Maria (OM), local que apresenta muitas constru¢cdes em meio
a &rea de Mata Atlantica nativa e que possui grande circulacdo de pessoas devido a eventos
catdlicos. Entre a Arena Pernambuco e a Obra de Maria existe a BR-408, que separa as duas
areas por largas vias; e 3) o bairro de Parque Capibaribe (PC), regido bastante urbanizada com
muitas casas e grande movimentacdo de pessoas. A regido onde esta localizada a AP ficaa 5
km de distancia do bairro de PC e a 1,5 km de OM, enquanto que esta Ultima localidade esta a
4,5 km de distancia de PC.

7.2 Coleta de mosquitos

As coletas dos mosquitos foram realizadas nas trés regides supracitadas do municipio
de SLM em dois momentos diferentes: inicial (correspondente ao periodo de coletas entre 0s
anos de 2014 e 2015) e final (correspondente ao periodo de coletas entre os anos de 2015 e
2016). Esta coletas foram realizadas no perimetro urbano da cidade no bairro de Parque
Capibaribe (PC), na regido de vegetacdo entre a cidade e a Arena-PE representada pela Obra de
Maria (OM), e na area da Arena Pernambuco (AP), através de metodologia especifica para a
coleta de ovos de mosquitos do género Aedes baseada no uso de armadilhas de oviposigdo
(ovitrampas), que consistem em um vaso plastico de cor preta, com capacidade para 2,5 litros
de &gua, contendo 2 palhetas de eucatex (5 cm x 15 cm), que sdo estruturas recortadas de chapas
de fibra de madeira e que servem para a deposicao de ovos pelas fémeas das espécies do género

Aedes, presas a borda do vaso com clips (Figura 7).

Figura 7— Imagem de ovitrampa utilizada na coleta de ovos do género Aedes.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As armadilhas foram instaladas em &reas peri-domiciliares de imdveis previamente
selecionados, & um metro do chdo. Nas &reas de vegetacdo e na propria Arena foi realizado
inicialmente um levantamento de toda a extensdo da area, para delimitar as estacfes de coleta.
As armadilhas foram instaladas em campo por periodo maximo de 15 dias com manutencgédo
destas a cada 7 dias. O material de ovos obtido em campo foi levado ao insetario do
departamento de Entomologia (CPgAM).

7.3 ldentificacdo taxondmica das espécies do género Aedes

Os ovos coletados nas areas de estudo foram submetidos a uma solugéo de &gua e infuséo
de gramineas, preparada por técnicos do insetario do CPgAM, para eclosdo das larvas
separadamente por area e também por ovitrampa, assim, foi possivel avaliar o quantitativo de
espécimes de Aedes aegypti e Aedes albopictus por ponto de coleta na regido.

Todo o material de formas imaturas, composto por larvas e pupas, das populacfes
coletadas foi mantido em condi¢des adequadas de temperatura (26°C = 1°C) e umidade (70%
+ 20%) no insetario do departamento de entomologia do CPgAM até a emergéncia do inseto
adulto, que ocorre com cerca de 8 dias ap6s a eclosao das larvas. Os individuos adultos obtidos
a partir dos ovos provenientes das ovitrampas instaladas no municipio estudado foram entdo
separados por espécie baseado em caracteristicas morfoldgicas externas presentes em cada
espécie, utilizando chaves dicotdmicas para identificacdo de Forattini (1965, 2002) e Consoli e
Lourenco-de-Oliveira (1994).

Apobs o processo de identificagdo taxonémica, os individuos foram acondicionados em
microtubos de 1,5 ml, devidamente etiquetados com informacgdes sobre a area onde foram
coletados, o periodo da coleta dos ovos, a data de eclosdo deste material no insetario, numero
da ovitrampa de onde foram retirados, e a espécie a qual pertencem. Apos estarem devidamente
acondicionados e etiquetados foram guardados em freezer a -20°C, onde ficaram congelados

até serem utilizados para os estudos moleculares.
7.4 Amplificagdo e sequenciamento com marcadores mitocondriais (mtDNA)
O DNA total das amostras foi extraido individualmente de espécimes de A. aegypti e A.

albopictus, de acordo com o protocolo de precipitacdo por alcool de Ayres et al. (2003) que

consistiu dos seguintes passos: Os mosquitos foram macerados individualmente com pistilos
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plasticos de ponta conica em microtubo de 1,5 ml, em uma solucéo contendo 400 pl de tampéo
de lise (NaCl 5M, Tris-HCI 1 M e EDTA 0,5 M pH 8.0), 7 pl de proteinase K (SIGMA) (10
mg/ml) e 72 pl de SDS 10%. O material foi incubado a 65° C por no minimo 8 horas. A cada
tubo foram acrescentados 420 pl de NaCl 5M, os mesmos foram homogeneizados e
centrifugados a 14.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para um microtubo
de 2,0 ml, adicionado 800 pl de isopropanol e incubado a —20° C por 1 hora. Apds a incubagéo,
0s microtubos foram centrifugados por 14.000 rpm por 20 minutos. O sedimento foi lavado
com 500 pl de etanol 70%, homogeneizado e centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado, e o sedimento seco e ressuspendido em 100 pl de T.E. (Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM pH 8.0) estéril.

Regides dos genes mitocondriais citocromo C oxidase subunidade I (COIl): Forward-
5 GGAGGRTTTGGAAAYTGAYTAGTYCC3’ e Reverse-
5GCWGAWGTAAARTAAGCTCGWGTATC3  (PAIVA et al., dados ndo publicados), que
amplificam produtos de 698pb, e NADH desidrogenase subunidade 5 (ND5): Forward-
5TCCTTAGAATAAAATCCCGC3 e Reverse-
5GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTC3 (BIRUNGI;  MUNSTERMANN, 2002), que
amplificam produtos de 450pb, foram amplificadas por PCR convencional em volume final de
25 pl, usando a seguinte mistura: 200 uM de cada ANTP (desoxirribonucleotideos fosfatados —
adenina, citosina, guanina e timina), 1.5 uM MgClz, 2 mM de cada primer, 1U de Taq
Polimerase (Invitrogen) e 20 ng do DNA molde. As reacbes foram amplificadas em
termociclador programado da seguinte forma para o gene COI: 94°C por 5 min, seguido de 30
ciclos a 94°C por 1 min, 58°C por 50 s, 72°C por 1 min; e um ciclo final de 72°C por 8 min.
Para o0 gene ND5 as condig¢des foram: 95°C por 5 min; 10 ciclos a 95°C por 1 min, 45°C por 1
min; 72°C por 1 min e 30 s; 30 ciclos a 95°C por 1 min, 46°C por 1 min, 72°C por 1 min e 30s;
seguido de um ciclo a 72°C por 3min. Para cada mix de PCR foi acrescentada uma amostra
utilizada como controle negativo das reac6es, contendo todos os reagentes das demais amostras
menos 0 DNA, para que fosse possivel avaliar possiveis contaminac@es que pudessem interferir
no resultado das amplificacdes. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1,0% em TBE 0,5X (Tris 0,089 M; acido borico 0,0089 M e EDTA 0,002 M,
pH 8,3), corado com brometo de etideo (10mg/ml) e fotografados em transiluminador de
ultravioleta, para certificacdo da amplificacdo ideal dos fragmentos dos genes alvo do estudo.
Os produtos de PCR foram ent&o enviados ao sequenciamento. As reacdes de sequenciamento

de DNA foram realizadas no NPT | do CPgAM/Fiocruz, baseado nas recomendacdes do
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fabricante (Applied Biosystems), com o kit ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing
v 3.1 Ready Reaction (Applied Biosystems®) e submetidas ao equipamento ABI 3500xL
Genetic Analyser (Applied Biosystems). Para a reacdo de sequenciamento, foram utilizados: 1
pL de cada primer, os mesmos utilizados para as reacdes de PCR (3,2 pmol/uL); 0,5 uL de
Bigdye® Terminator v3.1; 1 uL de Tampé&o de sequenciamento 5x (Tris-HCI, pH 9.0 200 mM,
MgCI2 5 mM); 1 pL do produto de PCR purificado (5 a 20 ng/pL) e agua MilliQ 10 pL g.s.p.
As condicdes de temperatura foram: desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 min, seguidos de 40
ciclos de 94 °C por 15 seg, 50 °C por 10 seg e 60 °C por 4 min. Posteriormente os produtos de
PCR foram entdo submetidos a reacdo de sequenciamento capilar nos dois sentidos da fita
(forward e reverse) para os genes estudados. Apos a amplificagdo, foi realizada a purificacdo e
precipitacdo do DNA utilizando 1 uL de EDTA (125 mM, pH 8,0) e 25 uL de etanol 100% que
foram homegeinizado e centrifugado a 3700 rpm por 45 minutos. Apos a centrifugacdo, o
precipitado foi lavado com 25 pl de etanol 70% e centrifugado. Ap6s o descarte do
sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido em 10 pL de Formamida Hi-Di e aplicado no

sequenciador.

7.5 Analise de dados

As sequéncias geradas a partir da reacdo de sequenciamento foram avaliadas quanto a sua
qualidade no programa CodonCode Aligner versdo 3.7.1. Este programa utiliza o parametro
Phred para estimar a qualidade de cada sequéncia, que considera como aceitavel a probabilidade
de encontrar uma base nucleotidica errada a cada 100 analisadas (phred=20). Neste mesmo
programa foi realizada a montagem das sequéncias (contigs) de ambos os genes COIl e ND5
para cada individuo analisado. Através do algoritimo Clustal W foi gerado o alinhamento dos
contigs, para cada gene mitocondrial estudado. Com o programa MEGA versdo 7.0 foram
calculadas as matrizes de distancia entre os diferentes haplétipos, utilizando o modelo par-a-
par (pairwise distance), dos genes COIl e ND5 para ambas as espécies. Este mesmo programa
foi utilizado para a compilacdo dos dendrogramas através do Método de Associacdo Média
(UPGMA), que agrupa os individuos através das similaridades entre suas sequéncias de DNA.
A estimativa da diversidade nucleotidica (), 0 nimero de haplotipos (K) e o nimero de sitios
segregantes (S) foram analisadas de acordo com Nei e Tajima (NEI, 1987) utilizando o
programa DnaSP 5.10.01 (LIBRADO; ROZAS, 2009). A partir das frequéncias dos haplotipos

em cada populagéo estudada, através de analise combinada dos genes COI e ND5, foi calculado
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0 Fst com o software Arlequin versdo 3.1, importante para compreender o nivel de estruturacdo
genética e a ocorréncia de fluxo génico entre as populacbes estudadas (EXCOFFIER et al.,
2005), com este mesmo programa foi realizada a analise de variancia molecular (AMOVA)
(EXCOFFIER et al., 1992) a qual determina se a variagdo ocorrida entre as populagdes
estudadas pode ser explicada por variagdes ocorridas dentro das populacgdes, entre populagoes
diferentes dentro de um mesmo grupo ou entre 0s grupos. As estimativas de neutralidade
seletiva dos genes foram realizadas através dos testes D de Tajima (1989) e Fs de Fu (1997) no
programa Arlequin, ambos os testes levam em consideracédo o polimorfismo nas sequéncias de
DNA, porém o Fs (Fu) leva em consideracao o tempo entre as mutagdes, classificando-as como
antigas ou recentes, sendo por este motivo mais confiavel para inferir sobre o crescimento
populacional (HARTL, 2010), e por fim, as redes de haplétipos foram construidas com o
software TCS versdo 1.21 (CLEMENT et al., 2000) com o intuito de visualizar as relacdes entre

os diferentes hapldtipos encontrados nas populacdes estudadas.
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8 RESULTADOS
8.1 Identificacdo taxondmica das espécies do género Aedes

Nas coletas do periodo inicial (2014-2015) foram obtidos no total 4.095 individuos da
espécie A. aegypti e 543 da espécie A. albopictus. No periodo final (2015-2016) foram obtidos

no total 2.440 individuos da espécie A. aegypti e 1.199 da espécie A. albopictus (Tabela 1).

Tabela 1 — Espécies do género Aedes identificadas taxonomicamente nas areas de estudo no municipio de Sao
Lourenco da Mata.

Coletas periodo inicial Coletas periodo final
(2014-2015) (2015-2016)
Areas de estudo Aedes Aedes Aedes Aedes
aegypti albopictus aegypti albopictus
AP 01 55 07 100
OM 44 55 180 612
PC 4.050 433 2.253 487

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AP:Arena Pernambuco; OM:Obra de Maria; PC: Parque Capibaribe

8.2 Amplificacdo por marcadores mitocondriais (MtDNA)

Apds a amplificacdo das amostras, os produtos de PCR foram visualizados em gel de
agarose 1,0% e fotografados, para avaliacdo da amplificacdo ideal dos fragmentos dos genes.
Os amplicons de todas as amostras processadas apresentaram o tamanho esperado de 698pb
para COI (Figura 8) e 450pb para ND5 (Figura 9).
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Figura 8 — Perfil de bandas da reacdo de PCR utilizando primers do gene COI.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Legenda: Marcador de pares de bases Low DNA Mass Ladder (1), Controle negativo (2), padrédo do gene COI
(amostras 3, 4, 5 e 6).

Figura 9- Perfil de bandas da reacdo de PCR utilizando primers do gene ND5.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Marcador de pares de bases Low DNA Mass Ladder (1), Controle negativo (2), padrdo do gene ND5
(amostras 3, 4, 5 e 6).
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8.3 Analise de dados

8.3.1 Andlise de dados Aedes albopictus

A partir da investigagdo de A. albopictus no periodo inicial, das areas de AP, OM, PC
em avaliacdo conjunta, foram obtidos da analise com o gene COIl 09 haplétipos e uma
diversidade nucleotidica de 0,00121. Referente ao mesmo periodo, individuos de A. albopictus
foram analisados utilizando o gene ND5 e foram observados 7 hapl6tipos e diversidade
nucleotidica de 0,00074. Através da avaliacdo do periodo final de individuos de A. albopictus
das areas de estudo, em analise conjunta, com o gene COI, foram observados 02 haplétipos e
diversidade nucleotidica de 0,00005. Analise do mesmo periodo utilizando o gene ND5

permitiu a obtencdo de 03 hapl6tipos e uma diversidade nucleotidica de 0,00011 (Tabela 2).

Tabela 2 — Dados das analises dos genes COIl e ND5 em A. albopictus provenientes de S&o Lourenco da Mata.

Gene Localidades N S K n
2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015
2015 2016 2015 2016 2015 2016 2015 2016
AP
COl oM 104 69 10 01 09 02 0,00121  0,00005
PC
AP
ND5 oM 89 129 06 02 07 03 0,00074 0,00011
PC

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AP: Arena Pernambuco; OM: Obra de Maria; PC: Parque Capibaribe N: tamanho amostral; S: nimero
de sitios segregantes; K: nimero de haplétipos; 7: diversidade nucleotidica;

Quanto a distribuicdo dos hapl6tipos de A. albopictus coletados em S&do Lourenco da
Mata para o gene COI, o haplétipo 1 (H1) foi encontrado de forma mais abundante tanto na
analise de COI 2014-2015 (N=64 - 61,53%), estando presente em PC e AP, quanto na analise
de COI 2015-2016 (N=68 — 98,55%), estando presente nas trés populacdes AP, OM, PC. O
haplétipo 2 (H2), foi observado como segundo mais comum na analise de COI 2014-2015
(N=32 — 30,76%) e presente exclusivamente em OM, j& na anélise de COI 2015-2016 o H2 foi
observado somente em 01 individuo e encontrado também exclusivamente em OM. Os
haplo6tipos entre H3-H9 foram encontrados somente na analise COl 2014-2015, o H3 foi
encontrado exclusivamente na AP, os haplétipos H4, H5, H6 e H7 foram encontrados
exclusivamente em OM, e os H8 e H9 foram encontrados somente em PC. As populagdes

estudadas na analise de COIl 2014-2015 foram consideradas polimorficas, ou seja, foi
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encontrado mais de um haplétipo em cada uma delas. A populacdo de PC apresentou 0s
haplétipos H1, H8 e H9, em AP foram encontrados os haplétipos H1 e H3. E por fim em OM
foi encontrado o maior nimero de haplotipos, 5 dos 9 haplotipos identificados na andlise inicial
do gene COI em A. albopictus. Na analise 2015-2016 de COI foram encontradas duas
populacbes monomorficas, ou seja, que apresentaram apenas um haplétipo, AP apresentou o
H1 e PC também apresentou apenas o H1. A populacdo de OM se apresentou polimérfica, sendo

encontrados para esta os haplétipos H1 E H2, sendo 0 H2 exclusivo de OM (Tabela 3).

Tabela 3 — Hapl6tipos do gene mitocondrial COl em A. albopictus, mostrando sitios variaveis quando comparados
ao haplétipo mais comum (H1), suas localidades e posi¢Ges na sequéncia do gene.

Gene Localidades K N Posicéo na sequéncia do gene COI
2014 2014 2014-2015
2015 2015
22 61 124 196 218 238 239 469 510 575
PC, AP H1 64 A A T C A T A G A C
oM H2 32 G . . . . . . .
AP H3 01 A . . . G
oM H4 01 G A . . A
COl OoM H5 01 . C T T
oM H6 01 T A .
oM H7 01 C
PC H8 02 A C A A
PC H9 01 T T G A
K N Posicéo na sequéncia do gene COI
2015 2015 2015-2016
2016 2016

245

col AP, OM, PC H1 68 G
oM H2 01 T

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AP: Arena Pernambuco; OM: Obra de Maria; PC: Parque Capibaribe; K: nimero de hapl6tipos; N:
namero de individuos encontrados em cada haplotipo;

Com o objetivo de mostrar a relacdo entre os diferentes hapl6tipos do gene COI
encontrados nas populacdes de A. albopictus no municipio de Sdo Lourenco da Mata, foram
geradas redes de haplétipos através do software TCS. A primeira rede demonstra as relacGes
entre os hapldtipos da andlise 2014-2015 (Figura 10) e a segunda rede apresenta as relacdes
entre os haplotiopos encontrados na analise 2015-2016 (Figura 11). A forma quadrada
corresponde ao hapl6tipo mais antigo e que deu origem aos demais haplétipos, que séo
representados pelas formas ovais. O tamanho das formas é proporcional ao numero de

individuos encontrados em cada hapl6tipo, corresponde a frequéncia do haplétipo.
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Figura 10 - Rede de haplétipos do gene mitocondrial COI (2014-2015) a partir da analise dos haplétipos
identificados em amostras de A. albopictus.

H4

H6 H5 H3

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: Em negrito estéo identificados os haplétipos encontrados no municipio de Séo Lourencgo da Mata. H1-

haplotipo 1; H2 — haplétipo 2; H3 — haplétipo 3; H4 — hapl6tipo 4; H5 — haplétipo 5; H6 — haplétipo 6; H7 —
hapl6tipo 7; H8 — haplétipo 8; H9 — haplétipo 9. Forma quadrada representa o hapl6tipo mais antigo e que deu
origem aos demais haplétipos, representados por formas ovais.
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Figura 11 - Rede de haplétipos do gene mitocondrial COIl (2015-2016) a partir da analise dos haplétipos
identificados em amostras de A. albopictus.
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>

H2

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Em negrito estdo identificados os hapl6tipos encontrados no municipio de S&o Lourenco da Mata. H1-
hapl6tipo 1; H2 — haplétipo 2. Forma quadrada representa o haplétipo mais antigo e que deu origem ao outro
haplotipo, representado por forma oval.

Em anélise da distribuicdo dos hapl6tipos entre as populagdes de A. albopictus em Sao
Lourenco da Mata para o gene ND5 foram observados sete haplotipos na anélise inicial (2014-
2015), onde o haplétipo 1 (H1) foi o mais abundante (N= 77 — 86,51%) e encontrado em todas
as trés populaces OM, AP e PC. Na analise final deste mesmo gene (2015-2016) foram
encontrados trés haplétipos, sendo o H1 o mais abundante também (N= 126 — 97,67%) e
encontrado também nas trés populacdes estudadas. O haplétipo 2 (H2) foi observado como o
segundo mais comum, encontrado em sete individuos exclusivamente em PC para analise 2014-
2015, e observado em dois individuos exclusivamente em OM para analise 2015-2016. O
haplotipo 3 (H3) foi encontrado em ambas as analises apenas para um individuo, na analise
inicial do gene ND5 foi encontrado exclusivamente em AP e na analise final foi observado
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somente em OM. Os haplétipos entre H4-H7 foram encontrados apenas na analise 2014-2015
para apenas um individuo cada. O H4 e o H5 foram encontrados unicamente em AP, o H6 foi
encontrado apenas em OM e o H7 somente em PC. As populacdes no momento de analises
inicial (2014-2015) se mostraram polimorficas, em OM foram encontrados H1 e H6, em AP
foram identificados H1, H3, H4 E H5 e em PC foram observados H1, H2 e H7. No momento
de avaliacdo final (2015-2016) foram encontradas duas popula¢ées monomorficas, AP (H1) e
PC (H1), e uma populacéo foi observada como polimorfica, OM (H1, H2 e H3), sendo H2 e H3
exclusivos de OM (Tabela 4).

Tabela 4 - Haplétipos do gene mitocondrial ND5 em A. albopictus, mostrando sitios variaveis quando comparados
ao haplétipo mais comum (H1), suas localidades e posi¢Ges na sequéncia do gene.

Gene Localidades K N Posicéo na sequéncia do gene ND5
2014 2014 2014-2015
2015 2015
13 31 100 151 202 319
OM, AP, PC H1 7 A T A T T T
PC H2 07 . . . . C
AP H3 01 . C . . T
AP H4 01 T . C
ND5 AP H5 01 G T
oM H6 01 G A . . .
PC H7 01 A . C A
K N Posicdo na sequéncia do gene ND5
2015 2015 2015-2016
2016 2016
77 202
OM, AP, PC H1 126 T T
oM H2 02 . Cc
ND5 oM H3 01 C T

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AP: Arena Pernambuco; OM: Obra de Maria; PC: Parque Capibaribe; K: nimero de haplétipos; N:
namero de individuos encontrados em cada haplotipo;

A relacdo entre os diferentes haplotipos do gene ND5 encontrados nas populagdes de A.
albopictus no municipio de S8o Lourengo da Mata foi demonstrada através de redes de
hapl6tipos geradas no software TCS, a primeira rede exibe as relagfes entre os haplétipos da
analise 2014-2015 (Figura 12) e a segunda rede apresenta as relacGes entre os haplotiopos
encontrados na analise 2015-2016 (Figura 13). A forma quadrada corresponde ao haplétipo
mais antigo e que deu origem aos demais haplétipos, que séo representados pelas formas ovais.
O tamanho das formas é proporcional ao numero de individuos encontrados em cada haplotipo,

corresponde a frequéncia do haplétipo.
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Figura 12 - Rede de haplétipos do gene mitocondrial ND5 (2014-2015) a partir da analise dos hapl6tipos
identificados em amostras de A. albopictus.

H1

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Em negrito estdo identificados 0s haplo6tipos encontrados no municipio de Sdo Lourenco da Mata. H1-
haplétipo 1; H2 — haplétipo 2; H3 — haplétipo 3; H4 — hapl6tipo 4; H5 — hapl6tipo 5; H6 — haplétipo 6; H7 —
hapl6tipo 7. Forma quadrada representa o haplétipo mais antigo e que deu origem aos demais hapl6tipos,
representados por formas ovais.

HS

_ >
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Figura 13 - Rede de haplétipos do gene mitocondrial ND5 (2015-2016) a partir da analise dos haplotipos
identificados em amostras de A. albopictus.

H1

H2 H3

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Em negrito estdo identificados 0s haplo6tipos encontrados no municipio de S&o Lourenco da Mata. H1-
haplétipo 1; H2 — haplétipo 2; H3 — hapl6tipo 3. Forma quadrada representa o haplétipo mais antigo e que deu
origem aos demais haplétipos, representados por formas ovais.

A partir de analise combinada dos genes COIl e ND5 para espécie A. albopictus das trés
areas de estudo no periodo inicial foram obtidos os valores do teste D de Tajima para Arena
Pernambuco: -1.732; para Obra de Maria: -1.776; e para Parque Capibaribe: -1.311 e os valores
do teste Fs de Fu, para Arena Pernambuco: -3.020; Obra de Maria: -4.570; e Parque Capibaribe:
-2.268. Em relacdo ao periodo final foi possivel obter os valores do teste D de Tajima para
Arena Pernambuco: 0.000; para Obra de Maria: -1.670; e para Parque Capibaribe: 0.000 e os
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valores do teste FS de Fu, para Arena Pernambuco: 0.000; para Obra de Maria: -2.288; e para
Parque Capibaribe: 0.000 (Tabela 5).

Tabela 5 — Dados da analise combinada dos genes COl e ND5 para os testes de neutralidade na espécie A.
albopictus.

Periodo Genes Localidades Tajima’s D Fu’s Fs
Inicial col AP -1.732° -3.020™
OM -1.776" -4.570™
(2014-2015) ND5 - 1311 5 268"
. AP 0.000 0.000
Final COl w -
oM -1.670 -2.288
(2015-2016) NDS PC 0.000 0.000

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AP:Arena Pernambuco; OM:Obra de Maria; PC: Parque Capibaribe. * p<0.05; ** p<0.01;

O valor obtido de Fst entre as populagdes da espécie A albopictus relativo ao periodo

inicial foi Fs= 0.607. Em relacdo a andlise do periodo final o valor foi Fs= 0.044 (Tabela 6).

Tabela 6 — indice de Fixagdo (Fst) baseado em analise combinada dos genes COl e ND5 em amostras de A.
albopictus.

Periodo Genes Indice de Fixac&o
comasory COMNDS  Fa=0607
Final

(20152016) CO'NDS Fs= 0.044

Fonte: elaborado pelo autor.

A analise da variancia molecular para o periodo inicial foi: entre as populac¢des 60.71%
de variacdo e dentro das populacfes 39.29% de variagdo. Para o periodo final foi: entre as

populacdes 4.48 % de variacdo e dentro das populacBes 95.52 % de variacdo (Tabela 7).
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Tabela 7 - Andlise da variancia molecular (AMOVA) baseada em andlise combinada dos genes COl e ND5 em
amostras de A. albopictus.

AMOVA
Periodo Genes Fonte de variag&o % de
variacao

Entre populactes 60.71

Inicial COI-ND5 _
(2014-2015) Dentro das populagdes 39.29
Entre populagdes 4.48

Final COI-ND5 _
(2015-2016) Dentro das populacoes 95.52

Fonte: elaborado pelo autor.

8.3.2 Analise de dados Aedes aegypti

Devido ao reduzido numero de individuos da espécie A. aegypti na amostragem
coletada, as analises referentes ao gene COl, no periodo inicial, foram realizadas apenas para a
area de PC, onde foram observados 8 haplotipos e diversidade nucleotidica de 0,00326. No
mesmo periodo e para a mesma area, individuos de A. aegypti processados utilizando fragmento
do gene ND5 foi identificado 1 hapl6tipo e diversidade nucleotidica de 0,00000. No periodo
final, individuos de A. aegypti foram analisados com o gene COI das areas AP, OM, PC em
avaliacdo conjunta, foram observados 3 haplétipos e diversidade nucleotidica de 0,00121. Nas
analise referente ao mesmo periodo utilizando fragmento do gene ND5 das trés areas de estudo,
foi possivel identificar a presenca de 7 hapl6tipos e diversidade nucleotidica de 0,00091 (Tabela
8).

Tabela 8 — Dados das analises dos genes COIl e ND5 em A. aegypti provenientes de Sdo Lourenco da Mata.

Gene Localidades N S K T
2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015
2015 2016 2015 2016 2015 2016 2015 2016
AP
Col oM 100 154 10 13 08 03 0,00326 0,00121
PC *PC
AP
ND5 oM 101 150 00 11 01 07 0,00000 0,00091
PC *PC

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AP: Arena Pernambuco; OM: Obra de Maria; PC: Parque Capibaribe N: tamanho amostral; K: nimero
de haplétipos; n: diversidade nucleotidica; *PC: apenas Parque Capibaribe.
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Em analise da distribuicdo haplotipica das populacdes de A. aegypti em Sdo Lourenco
da Mata para o gene COI, foram encontrados 8 haplo6tipos no periodo 2014-2015, sendo 0
haplotipo 1 (H1) o mais abundante (N= 68 — 68%) e encontrado em PC. No periodo 2015-2016
foram encontrados 3 haplotipos, com o0 H1 sendo 0 mais abundante também (N= 144 — 93,5%)
e encontrado em PC e AP. O haplétipo 8 (H8) foi 0 segundo mais frequente na analise inicial,
encontrado em 20 individuos de PC. Na analise final o H2 foi o segundo mais frequente,
encontrado em seis individuos de PC. O H3 apareceu em ambas as andlises para o gene COI
em A. aegypti, estando presente em trés individuos na analise 2014-2015 em PC, e em quatro
individuos na analise 2015-2016 também em PC. Os haplétipos H4-H8 apareceram apenas na
analise inicial, H4 foi encontrado em dois individuos, H5,H6 e H7 foram encontrados em
individuos unicos cada e H8 foi observado em 20 individuos, todos estes presentes apenas em
PC. Na anéalise no momento inicial a populacdo de PC foi considerada polimorfica, haplétipos
H1-H8 todos encontrados nesta populagdo . No momento final de avaliacdo a populagéo de AP
foi classificada como monomérfica (H1), e a populagéo de PC foi classificada como polimoérfica
( H1, H2 e H3), hapldtipos 2 e 3 exclusivos de PC (Tabela 9).

Tabela 9 — Hapl6tipos do gene mitocondrial COl em A. aegypti, mostrando sitios variaveis quando comparados
ao haplétipo mais comum (H1), suas localidades e posi¢8es na sequéncia do gene.

Gene Localidades K N Posicéo na sequéncia do gene COI
2014 2014 2014-2015
2015 2015

11 13 64 94 167 235 451 532 542 581
H1 68 T C T G G G C A T G
H2 04 . . . A . . . . .
H3 03 . . . G A .
H4 02 . . . A . G .
col PC H5 01 . G . G . . . .
H6 01 G G C A . A T
H7 01 G G C A C A T
H8 20 G G C C A A T
K N Posicdo na sequéncia do gene COI
2015 2015 2015-2016
2016 2016
04 07 16 88 229 238 250 349 400 406 430 436 511
PC, AP H1 144 T cC G G G G G A G C T C c
Col PC H2 06 ) ) . ) ) ) . . ) ) ) T )
PC H3 04 c T A A A A A G A T C C T

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AP: Arena Pernambuco; PC: Parque Capibaribe; K: nimero de haplétipos; N: ndmero de individuos
encontrados em cada haplétipo;

Para mostrar a relagdo entre os diferentes haplotipos do gene COI encontrados nas
populacbes de A. aegypti no municipio de S&o Lourengo da Mata, foram geradas redes de
haplotipos atraves do software TCS, a primeira rede demonstra as relacdes entre os haplétipos
da analise 2014-2015 (Figura 14) e a segunda rede apresenta as relac6es entre os haplotiopos
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encontrados na analise 2015-2016 (Figura 15). A forma quadrada corresponde ao haplétipo
mais antigo e que deu origem aos demais haplotipos, que sdo representados pelas formas ovais.
O tamanho das formas é proporcional ao numero de individuos encontrados em cada haplétipo,

corresponde a frequéncia do haplétipo.

Figura 14 - Rede de haplétipos do gene mitocondrial COIl (2014-2015) a partir da analise dos haplétipos
identificados em amostras de A. aegypti.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Em negrito estdo identificados os haplo6tipos encontrados no municipio de Sdo Lourenco da Mata. H1-
haplétipo 1; H2 — haplétipo 2; H3 — haplétipo 3; H4 — haplétipo 4; H5 — haplétipo 5; H6 — haplétipo 6; H7 —
haplétipo 7; H8 — hapl6tipo 8. Forma quadrada representa o hapldtipo mais antigo e que deu origem aos demais
haplétipos, representados por formas ovais.
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Figura 15 - Rede de haplétipos do gene mitocondrial COIl (2015-2016) a partir da analise dos haplétipos
identificados em amostras de A. aegypti.

H1

H2 H3

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Em negrito estéo identificados os haplétipos encontrados no municipio de S&o Lourenco da Mata. H1-
haplotipo 1; H2 — haplétipo 2; H3 — haplétipo 3 (O H3 esta distante dos H1 e H2 com 97% de certeza pelo bootstrap
no método Neighbor-Joining no software MEGA 7.0). Forma quadrada representa o haplétipo mais antigo e que
deu origem aos demais haplétipos, representados por formas ovais.

Em observacdo da distribuicdo dos haplotipos em Sdo Lourenco da Mata para a espécie
A. aegypti com o gene ND5, na analise inicial (2014-2015) foi encontrado apenas o haplétipo
1 (H1) em 101 individuos de PC. Na anélise 2015-2016 foram encontrados sete haplotipos,
sendo 0 H1 o mais abundante (N= 141 — 94%) e encontrado em OM, AP e PC. Os haplétipos
entre H2-H7 foram encontrados somente na analise final do gene ND5 para A. aegypti. O H2,
H5 e H7 foram os que se apresentaram mais abundantes apos o H1, com dois individuos cada
e encontrados em PC exclusivamente. Os haplétipos H3, H4 e H6 foram encontrados em
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individuos Unicos cada e observados exlusivamente em PC. No momento de avaliacdo inicial a
populacdo de PC foi considerada monomorfica, sendo encontrado apenas um hapl6tipo nesta
(H1). No momento de observacéo final foram encontradas duas popula¢ées monomdarficas, OM
(H1) e AP (H1), e uma populacdo polimorfica, PC, que apresentou os sete haplotipos
encontrados para este momento de avaliacdo, sendo os haplétipos H2-H7 exclusivos de PC
(Tabela 10).

Tabela 10 — Haplétipos do gene mitocondrial ND5 em A. aegypti, mostrando sitios variaveis quando comparados
ao haplétipo mais comum (H1), suas localidades e posi¢Ges na sequéncia do gene.

Gene Localidades K N Posicéo na sequéncia do gene ND5
2014 2014 2014-2015
2015 2015
00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
ND5 PC H1 101
K N Posicéo na sequéncia do gene ND5
2015 2015 2015-2016
2016 2016
10 13 14 15 22 79 127 306 307 313 370
OM, AP, PC H1 141 T T C C A C T T T T T
ND5 PC H2 02 . . . . C .
PC H3 01 . T . T .
PC H4 01 . C A . . .
PC H5 02 . C A A . .
PC H6 01 C G T C T T C C
PC H7 02 C C G T C T T C C

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AP: Arena Pernambuco; PC: Parque Capibaribe; OM: Obra de Maria; K: nimero de hapl6tipos; N:
namero de individuos encontrados em cada haplotipo;

A relacdo entre os diferentes haplétipos do gene ND5 encontrados nas populacgdes de A.
aegypti em Sdo Lourenco da Mata foi evidenciada por redes de hapl6tipos desenvolvidas no
software TCS, a analise 2014-2015 ndo produziu rede haplotipica, havia apenas um haplétipo
(H1) neste momento de avaliacdo. A analise 2015-2016 produziu rede que apresenta as relacoes
entre os hapl6tiopos encontrados neste momento de analise (Figura 16). A forma quadrada
corresponde ao hapl6tipo mais antigo e que deu origem aos demais haplétipos, que séo
representados pelas formas ovais. O tamanho das formas é proporcional ao nimero de

individuos encontrados em cada haplotipo, corresponde a frequéncia do haplétipo.
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Figura 16 - Rede de haplétipos do gene mitocondrial ND5 (2015-2016) a partir da analise dos haplotipos
identificados em amostras de A. aegypti.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Em negrito estéo identificados os haplétipos encontrados no municipio de S&o Lourenco da Mata. H1-
haplotipo 1; H2 — haplétipo 2; H3 — hapl6tipo 3; H4 — hapl6tipo 4; H5 — haplétipo 5; H6 — haplétipo 6; H7 —
haplétipo 7. Forma quadrada representa o haplétipo mais antigo e que deu origem aos demais haplétipos,
representados por formas ovais.

A partir da analise da area de Parque Capibaribe em avaliacdo combinada dos genes
COl e ND5 para o periodo inicial de A. aegypti foi possivel obter o valor do teste D de Tajima:
-1.555; e o valor do teste FS de Fu: -2.071. Em relacdo ao periodo final, na avaliagdo conjunta
das areas de Parque Capibaribe e Arena PE e analise combinada de COIl e ND5 para a espécie

A. aegypti foram encontrados os valores do teste D de Tajima para Arena Pernambuco: 0.000;
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e para Parque Capibaribe: -2.049 e os valores do teste Fs de Fu, para Arena: 0.000 e para Parque
Capibaribe: -1.855. (Tabela 11).

Tabela 11 — Dados da analise combinada dos genes COI e ND5 para os testes de neutralidade na espécie A. aegypti.

Periodo Genes Localidades Tajima’s D  Fu’s Fs
Inicial Ccol PC -1.555" -2.071
(2014-2015) ND5
Final COl AP 0.000 0.000
(2015-2016) ND5 PC -2.049™ -1.855

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AP:Arena Pernambuco; OM:Obra de Maria; PC: Parque Capiaribe. * p<0.05; ** p<0.01;

Devido a utilizacdo de apenas uma area para as analises do Fst para a espécie A. aegypti
no periodo inicial ndo houveram dados representativos. O valor obtido de Fst entre as

populacOes de A aegypti na analise relativa ao periodo final foi Fst = 0.097 (Tabela 12).

Tabela 12 — indice de Fixacio (Fst) baseado em andlise combinada dos genes COI e ND5 em amostras de A.
aegypti.

Periodo Genes Indice de Fixacdo
Inicial COI-ND5 ND
(2014-2015)
Final COI-ND5 Fst=0.097

(2015-2016)

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: ND — N&o Determinado.

A andlise da varidncia molecular para a espécie A. aegypti no periodo inicial ndo
apresentou dados representativos, pois havia apenas uma area para performar a anélise. O
resultado do teste AMOVA do periodo final para A. aegypti entre as populac6es foi 9.74 % de

variacdo e dentro das populacdes foi 90.26 % de variacdo (Tabela 13).
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Tabela 13 - Analise da variancia molecular (AMOVA) baseada em analise combinada dos genes COIl e ND5 em
amostras de A. aegypti.

AMOVA
Periodo Genes Fonte de variag&o % de
variacao
Entre populactes ND
Inicial COI-ND5 _
(2014-2015) Dentro das populagoes ND
Entre populagdes 9.74
Final COI-ND5 _
(2015-2016) Dentro das populagdes 90.26

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: ND — Nédo Determinado.
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9 DISCUSSAO

O presente trabalho foi desenvolvido de forma a responder aos objetivos propostos, e
através de tais objetivos foi possivel observar o perfil de dispersdo das espécies Aedes aegypti
e A. albopictus no municipio de Sdo Lourengo da Mata, cidade da Regido Metropolitana de
Recife, relacionado ao processo de urbanizacdo. Foi possivel inferir sobre a estruturacdo
genética, estimar o fluxo génico e a distancia genética das populactes destas espécies nas areas
estudadas, através de indices como o Fsr, além de ser possivel avaliar as relagfes filogenéticas
existentes nos mosquitos das espécies estudadas.

Em relacdo a anélise da dispersdo de mosquitos das espécies A. albopictus e A. aegypti
em trés areas de SLM, foi possivel observar a prevaléncia de individuos da espécie A. albopictus
nas areas de AP e OM. Estas areas apresentam essencialmente Mata Atlantica e estdo se
tornando cada dia mais urbanizadas, dado que corrobora com Pessoa et al. (2013) que afirmam
que a espécie A. albopictus é encontrada originalmente habitando areas suburbanas e rurais,
com facilidade em se adaptar ao ambiente peri-doméstico, como o encontrado nas duas areas
supracitadas no municipio de SLM. Entre os dois momentos de coleta é possivel observar um
aumento no numero de mosquitos de ambas espécies do periodo inicial para o final,
representando um aumento da infestacéo das espécies do género Aedes no municipio, que pode
estar ligado a inimeros fatores, dentre eles o processo de urbanizacdo crescente na area. Na
area de PC, regido bastante urbanizada e com grande circulacdo de pessoas, foi observada a
prevaléncia da espécie A. aegypti, achado concordante com Calvez et al. (2016), que afirmam
em seu estudo que a espécie A. aegypti € considerada doméstica e esta fortemente associada ao
homem e suas atividades, como a urbanizagéo, e com Zahouli et al (2016) que observaram em
seu estudo sobre ecologia e composicdo das espécies do género Aedes em Costa do Marfim a
presenca exclusiva da espécie A. aegypti em areas urbanas.

Nas analises de dados da espécie A. albopictus foi possivel observar um processo de
expansdo populacional pos-periodo de baixo tamanho efetivo devido a provavél evento de
gargalo de garrafa, que reduziu o niamero efetivo das populacdes. Esse fato pode estar associado
as modificagBes ambientais intensas pelas quais 0 municipio passou. Os valores decrescentes
de diversidade genética encontrados para os dois genes entre 0s momentos inicial e final de
observacdo, COl: = = 0,00121 - 0,00005; ND5: «© = 0,00074 - 0,00011, e numero também
decrescente de haplotipos encontrados, COl: K= 09 — 02; ND5: K= 07 — 03, d&o suporte a essa

sugestao.
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Os resultados dos testes de neutralidade para essa espécie confirmam o processo de
crescimento populacional, através de valores negativos e significantes dos testes D de Tajima
e Fs de Fu. Estes dados séo concordantes com Maia et al. (2009) que em seu estudo encontraram
baixos valores de diversidade genética e valores ndo significativos para os testes de neutralidade
utlizando o gene mitocondrial ND5, devido a uma introducdo recente da populagdo de A.
albopictus que estudou na regido de Manaus. Os dados do presente estudo sdo concordantes
também com o encontrado por Paupy et al. (2008) que em seu estudo sobre fluxo génico entre
populacdes de Aedes aegypti no Norte de Camardes encontraram valores negativos e
significantes para o teste de neutralidade D de Tajima, refletindo expansdo das populacoes
observadas e/ou selecéo purificadora.

Os valores de zero encontrados nas areas de AP e PC nos testes de neutralidade no
momento de avaliacdo final ndo foram significantes, demonstrando que estas populagdes
também estdo em processo de crescimento. Paupy et al. (2012) também observaram valor
negativo no teste D de Tajima realizado para suas populacoes de estudo (D= -2.47, p<0.01)
sugerindo um excesso de alelos raros que poderiam refletir instabilidade demografica (expanséo
populacional) e/ou selecéo purificadora, semelhante ao observado para as populacées estudadas
em SLM.

Os resultados obtidos do indice de fixacdo (Fst) confirmaram o processo de crescimento
observado nas populacdes de A. albopictus, havendo entre os momentos de avaliacdo inicial e
final um aumento na troca de material genético evidenciado por baixos valores de Fst (0,607 —
0,044), caracterizando elevado fluxo génico. Os resultados do AMOVA mostraram reducéo na
variacdo entre populagdes (60,71% — 4,48%), e aumento da variagdo dentro das populagdes
(39.29% - 95.52%), ficando claro que as trocas de informacdo genética e crescimento
populacional continuam entre as populacbes estudadas para A. albopictus. Em estudo
desenvolvido por Almeida et al. (2005) foi observada baixa diferenciacdo genética associada
ao elevado fluxo génico entre as populacdes avaliadas, algumas distantes até 740 km, assim
como no presente estudo, onde observamos mesmo com distancia geografica uma elevada troca
génica entre as populacdes de SLM.

Analisando os dados de A. aegypti € possivel visualizar um processo de expansdo das
populacdes dessa espécie no municipio, mostrado pelos valores decrescentes de diversidade
nucleotidica encontrados para COl: = = 0,00326 - 0,00121 e ND5: 7 = 0,00000 - 0,00091. E
possivel notar um leve aumento da diversidade nucleotidica para o gene ND5 que esta ligado

ao aumento de individuos na analise final que conferiram maior nimero de sitios segregantes,
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variacdo do numero de haplétipos e consequente aumento de diversidade nucleotidica, do
momento de avaliacdo inicial para o final.

Os resultados dos testes de neutralidade mostraram através de valores negativos e
significantes que a populacéo de A. aegypti das areas de estudo permaneceram em processo de
expansdo. Os dados de Fst (0,097) e AMOVA entre populagdes (9.74%) e dentro das
populacbes (90.26%) confirmaram essa hipotese, através dos valores encontrados que
demonstram alta taxa de fluxo génico entre as populagdes e altos niveis de heterozigosidade
dentro das populagdes, proporcionado pelo alto fluxo génico. Dados similares foram
encontrados por Calvez et al. (2016) em estudo sobre diversidade genética e filogenia do Aedes
aegypti no Pacifico, onde observaram baixa estruturacdo genética com valores de Fst entre
0.05 e 0.24, devido ao grande fluxo génico entre as areas estudadas.

Em contrapartida estes dados discordam de Failloux et al. (1995) em estudo sobre
diferenciacdo genética de Aedes aegypti na Polinésia Francesa. Um baixo indice de fluxo génico
entre as populac6es estudadas em diferentes ilhas foi encontrado, demosntrando que populagdes
de mosquito que estdo de alguma forma isoladas geograficamente possuem menor troca de
material genético, chegando ao ponto de ndo compartilharem mais informacéo genética com o
passar do tempo. Paupy et al. (2012) observaram em seu estudo sobre estrutura genética e
filogeografia de A. aegypti alta diferenciacdo genética, com alto valor de Fst para 63 das 91
amostras das popula¢Bes avaliadas, sugerindo que as populacfes desta espécie na Bolivia
possuem grande estruturacdo genética, achado que difere do presente estudo.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram um crescimento populacional, apos
periodo de baixo tamanho efetivo, ocasionado por provavel gargalo de garrafa relacionado as
alteracbes no habitat dessas populacbes de mosquito. Os valores obtidos de Fst também
demostraram que havia um fluxo génico significativo entre as populacdes estudadas entre as
trés areas de estudo no municipio, evidenciando o processo de expansdo das populacGes das
espécies A. aegypti e A. albopictus na localidade.

A presenca da BR-408 dividindo o triangulo das &reas de estudo em dois de um lado a
AP e PC e de outro a OM ainda néo representa uma barreira ao fluxo génico das espécies alvo
do estudo. De acordo com Carnaval (2002) o estabelecimento de barreiras ao fluxo génico ndo
ocorre necessariamente de forma répida, pode consistir de um processo gradual ao qual as
especies respondem de acordo com sua ecologia. Com um tempo maior, ao longo dos anos, as
populacdes de vetores das espécies estudadas do municipio de Sdo Lourengo da Mata poderédo

apresentar perfis de diversidade genética distintos dos encontrados neste estudo.
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Estes resultados mostram a importancia de observar todos os aspectos de uma populacéo
de vetores, desde sua ecologia e biologia até suas caracteristicas mais intrinsecas, para que se
possa ter uma metodologia de vigilancia e controle completa. Este foi um estudo pioneiro no
municipio, pois traz a possibilidade do conhecimento sobre a diversidade e estrutura genética
destas espécies na area, conhecimento que somado ao acompanhamento feito pela prefeitura
dos indices de infestacdo de individuos das duas espécies estudadas e do numero de casos de
dengue, Zika e Chikungunya poderdo auxiliar no surgimento de novas perspectivas para o

controle destes vetores.
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10 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

As populacbes de Aedes albopictus e A. aegypti de Sdo Lourenco da Mata (SLM)
apresentaram diferencas nos indices de variabilidade genética dos genes mitocondriais

COl e ND5, nos dois momentos analisados;

Tanto para o gene COI, quanto para ND5, foi observado uma consideravel diminuicéo
do numero de hapl6tipos e consequentemente da diversidade nucleotidica destes genes

em ambas as especies;

O indice que estima a distancia genética (Fst) entre as populagdes indicou uma redugao
de alta para moderada divergéncia genética entre as populagdes de A. albopictus, o que
sugere uma maior taxa de fluxo génico apds um ano de estudo. Com relagdo a A. aegypti,

a anlise do ultimo periodo de coleta revelou resultados similares de Fsr;

As populacdes de A. albopictus analisadas apresentaram uma notavel diminuicdo da
diversidade genética entre os dois momentos do estudo. A andlise de apenas um
momento de coleta de A. aegypti resultou em indices de diversidade genética similares
a A. albopictus;

Foi observado, dentro do periodo de um ano, uma mudanca no padrao de dispersdo de
individuos da espécie A. aegypti no munipio de SLM, refletindo o resultado do processo

de urbanizacdo e consequente modificagdo ambiental encontrado na area;

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a utilizacdo de ferramentas
moleculares é bastante Gtil para caracterizacdo genética das populagdes de vetores,
complementando os dados eco bioldgicos e fornecendo condi¢cbes de desenvolvimento

de metodologias de vigilancia e controle vetorial mais eficazes.
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