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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E
SISTEMAS

Leticia Ferreira Lima

Aedes aegypti € um dos mais importantes insetos vetores, sendo responsavel pela transmissao
dos virus da dengue, chikungunya e Zika no Brasil, causando atualmente grande impacto para
a saude publica. O mosquito é tradicionalmente controlado através do uso de inseticidas
quimicos, gerando uma pressdo de selecdo que faz com que o nimero de mosquito resistentes
aumentem, comprometendo os programas de controle vetorial. Com isto, novas metodologias
de controle estdo ganhando impulso, 0 que torna importante o conhecimento do tamanho
estrutura populacionais e do comportamento do vetor, como 0 comportamento de oviposigéo.
Diversos estudos sobre esta espécie sugerem a existéncia da oviposicdo em saltos. Porém, em
algumas populagdes estudadas o comportamento de oviposi¢do em saltos néo foi observado, e
por isso, uma melhor avaliacdo se torna necessaria. A selecdo de um local de oviposicéo pela
fémea pode influenciar na sobrevivéncia da espécie e aumentar a dispersdo do mosquito, sendo
fundamental para a epidemiologia das arboviroses. Estudos de parentesco genético, sdo muito
comuns para analise de comportamento em diversas espécies. Este trabalho, busca analisar o
comportamento de oviposi¢cdo do mosquito Ae. aegypti, através da analise de parentesco feita
em individuos de uma mesma armadilha e entre armadilhas diferentes. Para essa inferéncia
diversas metodologias se encontram disponiveis, mas, em sua maioria, sdo voltadas para
determinar parentesco em populacfes naturais, onde ambos os individuos parentais e a prole
estdo na amostra, 0 que ndo € possivel no estudo com mosquitos. Portanto, buscou—se avaliar,
através de simulacéo, dois diferentes programas de reconstrucao de parentesco para determinar
qual melhor se adequa aos dados aqui trabalhados. Para isso, armadilhas foram instaladas no
bairro de Paquetd/RJ, e as amostras coletadas foram analisadas com o uso de doze loci
microssatélites. Os programas de inferéncia de parentesco Colony e ML-Relate foram
comparados através da avaliacdo de dados simulados. Para as simulacdes, sete diferentes
cenarios foram criados, cada um com um total de 250 individuos e diferentes porcentagens de
meio-irmdo. Assim, foram inferidas a proporcéo de falsos positivos e negativos, possibilitando
uma verificacdo da acuracia de cada programa. As simulagGes dos dados mostram que muitos
individuos sdo categorizados de maneira incorreta nos diferentes cenarios testados, mostrando
que a presenca de meio irmdos na amostra dificultam a categorizacdo correta das diades. O
programa ML-Relate apresentou uma acuracia de até 95%, mas taxas de classificacdo corretas
de irmédos completos baixas. O programa Colony apresentou maior acuracia (98%), menores
taxas de erro e altas taxas de classificagOes corretas. Portanto o programa Colony foi usado para
a inferéncia do parentesco das amostras coletadas em Paqueta onde foi observada a presenca de
irmaos completos entre diferentes armadilhas instaladas no verdo, indicando o comportamento
de oviposicdo em saltos nas fémeas de Ae. aegypti. O mesmo néo foi observado nas amostras
coletadas no inverno, o que indica uma menor dispersao das fémeas neste periodo.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN COMPUTATIONAL BIOLOGY AND SYSTEMS

Leticia Ferreira Lima

Aedes aegypti is one of the most important insect vectors, being responsible for the transmission
of dengue, chikungunya and Zika viruses in Brazil, causing great impact in public health. The
mosquito population is traditionally controlled with chemical insecticides, generating a
selection pressure that causes the number of resistant mosquitoes to increase compromising
vector control programs. New control methodologies are being developed and require
knowledge of the population size, structure and behavior of this vector, such as oviposition
behavior. Several studies suggest that this mosquito species has a skip oviposition behavior,
which can increase its dispersion. However, in some studied populations this type of behavior
was not observed, demonstrating variability among populations for this trait. The selection of
an oviposition site by the female can influence the survival of the species and is important in
the epidemiology of arbovirus diseases. Genetic kinship studies are commonly used to
investigate behavior in several species. The present work aims to analyze Ae. aegypti
oviposition behavior through kinship analysis of individuals sampled within and between
diffferent traps in Paquetd, Brazil. For kinship inference several methodologies are available
but most rely on both parental individuals and offspring being sampled together, which is not
possible in mosquito studies. Therefore, here we evaluate the performance of two different
kinship reconstruction programs for the data studied here. Traps were installed in the
neighborhood of Paqueta / RJ, and the collected samples were analyzed with the use of twelve
microsatellite loci. The programs Colony and ML-Relate were evaluated with simulated data.
Seven different simulation scenarios were created, each with a total of 250 individuals and
different half-sibling percentages. The number of false positives and negatives and accuracy of
each program was compared. The simulations show that many individuals are categorized
incorrectly in the different scenarios tested. Our results show that the number of half siblings
dyads in comparison to full siblings is a problem in this type of analysis. The ML-Relate
program showed an accuracy of up to 95% but low correct classification rates of full siblings.
The program Colony showed higher accuracy (98%), lower error rates, and high correct
classification rates. Therefore the program Colony was used to infer the relatedness of our
sampled individuals. The presence of full siblings within and between different traps was
observed in Paqueta during the summer, which indicates skip oviposition behavior of Ae.
aegypti. During the winter no full sibling dyad was observed between different traps indicating
smaller female dispersion.
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1 INTRODUCAO

1.1 Patdgenos transmitidos pelo mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e seu

controle

No Brasil e no mundo diversas doencas que possuem um grande impacto para a
salde publica sdo causadas por patdgenos transmitidos por artropodes vetores, sendo
mosquitos os principais agentes (Hemingway & Ranson 2000, Hotez et al. 2008). Dentre
estes, a Zika, que tornou-se um problema de preocupacéo internacional para Organizagédo
Mundial da Satude (WHO) devido a associagcdo com casos de microcefalia (Klase et al.
2016, Mlakar et al. 2016) e distarbios neuroldgicos (Araujo et al. 2016, Watrin et al. 2016).
Nesse mesmo ano a transmissao do virus que causa a Zika foi documentada em 48 paises
(WHO 2016), incluindo os Estados Unidos, onde até novembro de 2016 foram
documentados 4.496 casos (CDC 2016). No Brasil, diversos casos de microcefalia foram
reportados, além de 108 mortes desde o primeiro caso em 2015 (Campos et al. 2015, WHO
2016). Outro virus da familia Flaviviridae, transmitido pelo mosquito, € o da dengue, que
é hoje uma doenca de grande impacto na economia e salde publica em areas endémicas
(WHO 2009). Estima-se que mais de 40 % da populacdo mundial esteja em risco de
infeccdo por um ou mais sorotipos de dengue (Guzman et al. 2010). Hoje os quatro
sorotipos (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4) encontram-se amplamente distribuidos
no Brasil (Pontes & Ruffino-Netto 1994). O Brasil é especialmente vulneravel a epidemias
de dengue, com dez vezes mais casos do que em outros paises latino-americanos

(Brathwaite Dick et al. 2012). No ano de 2016, o pais apresentou uma incidéncia de 731,9



casos / 100 mil habitantes, sendo a regido sudeste do pais com maior niUmero de casos
confirmados, 57,6% do total do pais (MS/SVS 2017).

O principal vetor dos virus da dengue e da Zika no Brasil € o mosquito Aedes
aegypti, que também € vetor para o virus da febre amarela urbana (Consoli & Lourenco-
de-Oliveira 1994) e chikungunya (WHO 2009, Coffey et al. 2014). Estas doencas séo
principalmente problematicas em paises tropicais e subtropicais, lugares onde o clima em
conjunto com a pluviosidade e a temperatura séo considerados fatores limitantes para a
distribuicéo, e como consequéncia possui forte influéncia na dinamica populacional do Ae.
aegypti (Luz et al. 2009, Couret et al. 2014). A incidéncia das arboviroses pode ser
influenciada por fatores que podem agir em quaisquer um dos seus trés elementos: o
hospedeiro vertebrado, o agente etioldgico e o vetor. Devido a falta de uma vacina eficaz,
atualmente os programas de controle de doencas como dengue, Zika e chikungunya
dependem quase exclusivamente dos esforcos de controle do vetor (Guzman et al. 2010,
Maciel-de-Freitas et al. 2012). Para o controle do Ae. aegypti no Brasil, programas que
estimulam o controle mecanico, ou seja, eliminacdo dos potenciais sitios de oviposi¢do do
mosquito sdo considerados os mais eficientes (MS/SVS 2009). Foi esta a metodologia
utilizada em uma das primeiras campanhas implementadas em 1902 pelo sanitarista
Oswaldo Cruz, buscando eliminacédo da febre amarela (Lowy 1990, Braga & Valle 2007a).
Em 1958, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em conjunto com a Organizacdo Pan-
Americana de Saude (OPAS) conseguiu eliminar o mosquito em parte das Ameéricas,
inclusive no Brasil. No entanto, apds cerca de 17 anos, houve a reintrodugédo do vetor no
pais (Claro et al. 2004, Monteiro et al. 2014) e os surtos epidémicos de dengue vem

aumentando em escala e periodicidade (Rigau-Pérez et al. 1998, Brady et al. 2012,



Brathwaite Dick et al. 2012), assim como novas doencas transmitidas por este mesmo vetor
vem sendo introduzidas, como mencionado anteriormente.

Hoje, o controle das arboviroses no Brasil ocorre de forma integrada abrangendo
varios aspectos da doenca, como a assisténcia basica ao paciente, politicas de saneamento
bésico e combate ao vetor (Funasa 2002). Inseticidas quimicos, principalmente piretroides
e organofosforados, foram por muitos anos usados como o principal método de controle do
Ae. aegypti ap6s sua reintrodugdo no pais. Porém, o uso intensivo destes produtos faz com
que individuos resistentes, capazes de metabolizar ou tolerar estes compostos, sejam
selecionados, comprometendo os esforcos empregados. A resisténcia a inseticidas
piretroides e organofosforados ja foi detectada em diversas populacgdes brasileiras do vetor
(Braga & Valle 2007b, Montella et al. 2007, Linss et al. 2014, Bellinato et al. 2016). O
comprometimento das estratégias de controle através do uso de inseticidas torna necessario
0 desenvolvimento de novas técnicas com o objetivo de diminuir as populacBes desta
espécie (McGraw & O'Neill 2013). O uso em conjunto de diferentes métodos de controle
se mostra como a forma mais eficaz de eliminacdo do vetor. No Brasil, os métodos de
controle hoje compreendem o controle mecénico, o quimico e o bioldgico, além de novas
metodologias como a manipulacéo genética do vetor e o uso de bactérias endossimbiontes
(Moreira et al. 2009, Maciel-de-Freitas et al. 2012, Carvalho et al. 2015, Dutra et al. 2015).
Independente do método empregado, seu sucesso requer uma compreensdo detalhada do
tamanho, estrutura e taxas de migracdo das populagdes alvo. Portanto, o conhecimento
sobre comportamento e a variabilidade e estruturacdo genética das popula¢es de mosquito

é fundamental para o desenvolvimento de programas racionais de controle do vetor.



1.2 Principais aspectos do mosquito Aedes aegypti Linnaeus, 1762

O principal vetor dessas arboviroses, 0 mosquito Ae. aegypti, € uma espécie
invasora no pais, muito bem sucedida que estd amplamente distribuida pelo mundo com
prevaléncia em regifes tropicais e subtropicais (Figura 1.1) (Consoli & Lourengo-de-
Oliveira 1994). Segundo Braks et al. (2004), a densidade e distribuicdo da espécie esta
correlacionada a presenca humana e por isso é predominante em 4areas urbanas e
periurbanas, com cobertura vegetal baixa, sendo considerada uma espécie antropofilica e
adaptada a ambientes modificados (Consoli & Lourengo-de-Oliveira 1994). Essa estreita
relacdo com os humanos e o fato de seus ovos serem muito resistentes a dessecacao
facilitou a dispersdo do mosquito ao redor do mundo (Consoli & Lourengo-de-Oliveira
1994, Brown et al. 2011, Powell & Tabachnick 2013, Brown et al. 2014). Porém, néo se
pode dizer que sua distribuicdo seja cosmopolita pois € irregular e favorecida em regies
de clima quente e umido, principalmente entre os paralelos 45N e 35S (Consoli &
Lourenco-de-Oliveira 1994, Rigau-Pérez et al. 1998). Trata-se de uma espécie exatica,
africana, que foi trazida inicialmente para as Américas e depois levada para a Asia através
do transporte passivo dentro de embarcacBes durante o periodo das colonizagdes
(Christophers 1960, Powell & Tabachnick 2013, Brown et al. 2014, Gloria-Soria et al.

2016).



Figura 1.1. Mapa da distribuicéo global de Ae. aegypti. As cores indicam a probabilidade

de 0 a 1 (azul a vermelho) para ocorréncia do mosquito. Retirado de Kraemer et al. (2015).

A presenca do mosquito vetor é essencial para que o ciclo de transmissdo das
arboviroses ocorra (Figura 1.2) (Christophers 1960). Como em outros holometabolos, o
ciclo de vida do mosquito inclui quatro estagios de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e
adulto, sendo o estagio de larva composto de 4 instares (Figura 1.3). Na espécie Ae. aegypti
este ciclo dura em torno de 14 dias dependendo das condi¢Ges de temperatura e
pluviosidade (Consoli & Lourengo-de-Oliveira 1994). Os ovos, com forma alongada e
fusiforme, sdo sempre depositados préximos a superficie da agua pela fémea na parte
interna de reservatérios artificias ou naturais. Quando ocorre o contato dos ovos com a
agua esses eclodem e passam para a fase larval, periodo importante de alimentacdo e
crescimento. Esta fase aquética é composta de quatro instares com duracgdo de quatro dias
dependendo da temperatura e disponibilidade de alimento (Farnesi et al. 2009), que
consiste de microrganismos e detritos organicos (Forattini 1962). A fase de pupa é um

periodo de transicdo, quando ocorre a metamorfose para o estagio de adulto e ocorre a



mudanca do ambiente aquatico para o terrestre. Nesse periodo de dois a trés dias o inseto
ndo se alimenta (Consoli & Lourengo-de-Oliveira 1994). Os adultos da espécie sdo alados
e possuem caracteristicas morfologicas marcantes, com todo o corpo ornamentado por
manchas escuras alternadas com branco-prateadas e o escudo também ornamentado por
escamas branco-prateadas formando um desenho de lira (Figura 1.4). O macho se
diferencia da fémea por possuir antenas plumosas e palpos longos (Christophers 1960,

Consoli & Lourengo-de-Oliveira 1994, Funasa 2001).
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Figura 1.2. Esquema mostrando o ciclo de transmissdo das arboviroses em humanos onde

(X) representa o vetor ou homem infectado e (v ) saudavel

Na natureza o espécime adulto pode viver por um periodo de 30 a 35 dias e utiliza
a seiva como fonte de alimento (Consoli & Lourengo-de-Oliveira 1994). As fémeas, no
entanto, também fazem alimentacdo sanguinea, necessaria para a maturacdo de seus ovos.
E durante essa fase que ocorre a transmissdo de diversos patégenos de importancia para
salde publica. Em geral, apds trés dias do repasto sanguineo ocorre a oviposicao (Forattini
1962, Funasa 2001, MS/SVS 2009). As atividades de repasto e oviposicdo sdo realizadas
no periodo da manha ou préximo ao crepusculo (Nelson 1986, Gentile et al. 2006, Gentile

et al. 2009).
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Figura 1.3. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti (adaptada de Bon Eco Solutions,
2016).

Figura 1.4. Mosquito distribuido globalmente e vetor de diversas arboviroses, Aedes
aegypti aegypti (direita) e a subespécie africana, Aedes aegypti formosus (esquerda).
Retirado de Powell (2016).



1.2.1 Comportamento de oviposi¢io

A cada ciclo gonotréfico, periodo entre o repasto e a oviposicdo, as fémeas
depositam em torno de 100 a 200 ovos (Chadee et al. 2002). Uma fémea pode passar por
quatro a seis ciclos gonotréficos durante sua vida (Briegel et al. 2002, Chadee et al. 2002).
Ap0s o periodo embrionério, que dura cerca de 48 horas, 0s ovos adquirem a capacidade
de resistir a longos periodos de dessecagdo, que podem durar até 450 dias (Rezende et al.
2008). Como os quatro estagios larvais e o de pupa ocorrem no sitio onde 0s ovos séo
colocados, a escolha deste sitio de oviposi¢do € de extrema relevancia para a sobrevivéncia
da prole (Christophers 1960). Uma escolha ruim implica na perda de espécimes juvenis e
de seu investimento reprodutivo anterior (Zahiri & Rau 1998). Portanto, a selecdo de um
local para oviposicdo por uma fémea € um componente comportamental importante para a
sobrevivéncia da espécie (Bentley & Day 1989) e com aspectos relevantes para a
epidemiologia das arboviroses (Reiter 2007, Wong et al. 2011, Juliano et al. 2014).

As fémeas podem aumentar a sobrevivéncia e desenvolvimento de sua prole
escolhendo sitios de oviposi¢cdo de forma seletiva em relacdo a presenca de predadores,
quantidade de larvas co-especificas presentes e comida disponivel, entre outros aspectos
do recipiente (Chadee 2009, Oliva et al. 2013, Panigrahi et al. 2014, Rey & O'Connell
2014). Populacdes de Ae. aegypti formosus (Figura 1.4), subespécie silvestre presente na
Africa, costumam depositar seus ovos em buracos de arvores, axilas de folhas e cascas de
frutos (Christophers 1960, Lounibos 1981). No entanto, a maioria das populagdes
distribuidas mundialmente pertencem a subespécie Ae. aegypti aegypti, com habitos
antropofilicos, onde a fémea utiliza recipientes frequentemente encontrados em ambientes

humanos, como potes, pneus, garrafas, e vasilhames temporarios (Powell 2016). No



entanto, foi observado uma preferéncia a oviposicao no peridomicilio quando comparado
ao intradomicilio na Australia (Ritchie et al. 2003).

Vaérios fatores quimicos, bioldgicos e fisicos dos diferentes sitios potenciais de
oviposicao estdo associados a escolha dos possiveis criadores (Harrington et al. 2008,
Ponnusamy et al. 2008, Navarro-Silva et al. 2009, Wong et al. 2011). Por exemplo,
Harrington et al. (2008) demonstraram que atributos fisicos do criadouro, como maior
volume e didmetro estdo correlacionados com um maior nimero de ovos encontrados. Os
autores deste estudo sugerem que isso ocorre pois recipientes de maior volume podem
armazenar uma maior quantidade de alimento e provavelmente s&o ambientes mais
permanentes. Sitios também podem se tornar mais atrativos quando possuem a presenca de
bactérias que produzem metabdlitos volateis (Ponnusamy et al. 2008), outros ovos de
mosquitos (Ganesan et al. 2006) e estagios imaturos da mesma espécie (Zahiri & Rau 1998,
Wong et al. 2011). Porém, altas concentrac@es de larvas no ambiente podem se tornar um
fator critico devido a competicdo por alimento, o confinamento e a possivel existéncia de
patdégenos no ambiente, passando a ser um fator de estresse, repelindo novas oviposi¢des
(Zahiri et al. 1997, Zahiri & Rau 1998). Realmente, alguns estudos mostram que uma
concentragcdo de larvas alta demais pode ser um fator que cause impacto negativo na
sobrevivéncia das larvas (Braks et al. 2004, Wong et al. 2011). Este tipo de comportamento
seletivo pode influenciar na distribuicdo das populacGes e na dinamica populacional do

vetor.



1.2.2 Oviposigdo em saltos

Além dos fatores relacionados ao sitio de oviposi¢do, o préprio comportamento da
fémea pode acarretar uma maior ou menor distribuicdo de sua prole e consequentemente
sua propria dispersdo. Isto porque como uma fémea pode colocar até 200 ovos por
oviposi¢do (ver acima) estes ovos podem ser colocados em apenas um sitio ou distribuidos
em varios. Este tipo de comportamento ¢ denominado de “oviposi¢do em saltos” (Figura
1.5). A oviposicdo em saltos foi primeiro descrita para 0 mosquito da espécie Wyeomyia

smithii, que habita o reservatdrio de 4gua de plantas carnivoras (Mogi & Mokry 1980).
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Figura 1.5. Esquema mostrando os dois diferentes tipos de oviposicdo da fémea de Ae.

aegypti: (a) oviposicdo em reservatorio preferencial e (b) oviposi¢do em saltos.

Na espécie Ae. aegypti, estudos genéticos (Apostol et al. 1993, Apostol et al. 1994,
1996, Colton et al. 2003) e de comportamento em laboratério (Oliva et al. 2013, Panigrahi
et al. 2014) sugerem que fémeas gravidas espalham seus ovos por diversos pontos
(oviposicdo em saltos), aumentando as taxas de sobrevivéncia e dispersdo da populacao
(Reiter 2007). Por exemplo, Apostol et al. (1994) utilizando técnicas moleculares para
verificar o numero de familias do mosquito Aedes aegypti dentro de uma armadilha

observaram que, em geral, as fémeas colocavam ovos em mais de uma armadilha. Neste
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estudo os autores basearam o tamanho das familias no nimero de irmdos completos, que
possuem mesmo pai e mae, encontrados dentro de cada armadilha. Foi observado que em
29 % dos casos as familias dentro de uma Unica armadilha eram compostas de apenas um
ou dois individuos, indicando que as fémeas colocavam o restante dos seus ovos em outras
armadilhas (Apostol et al. 1994). Colton et al. (2003), também utilizaram marcadores
genéticos para determinar o nimero de irmaos completos dentro e entre armadilhas em
Trinidad. Os autores observaram que, dos 35 grupos de irméos completos encontrados, 19
estavam espalhados por mais de uma armadilha, mostrando que as fémeas distribuiram
seus ovos por mais de um sitio de oviposi¢do. Foi observado em alguns casos que a
escassez de criadouros adequados pode ser um dos fatores responsaveis pela maior
dispersao dessas fémeas (Edman et al. 1998).

No entanto, ha indicios de que na Tailandia, por exemplo, fémeas de Ae. aegypti
nédo fazem a postura em diversos criadouros (Harrington & Edman 2001), o que evidencia
variacdo no comportamento entre populacdes desta espécie. Além disso, nas diferentes
populacGes avaliadas que possuiam o comportamento de oviposi¢do em salto, uma grande
gama de variacdo comportamental foi encontrada. Dependendo da regido geografica em
que o estudo foi feito um numero maior ou menor de criadouros foi visitado pelas diferentes
fémeas. Em um estudo feito em laboratdrio, utilizando populacdes brasileiras do vetor, foi
possivel observar que as fémeas tendem a colocar cerca de 50 % de seus ovos em apenas
um recipiente mas mantém a oviposicéo em salto posteriormente (Oliva et al. 2013). Um
resultado muito parecido foi encontrado por Abreu et al. (2015), estudando populagdes em
condicdes de semi-campo em Minas Gerais, onde as fémeas depositaram pelo menos 40 %

dos seus ovos em um sitio chamado “predileto” ¢ o resto era espalhado por outros sitios.
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Toda esta gama de variagcdo comportamental e a complexidade sobre a escolha dos sitios
de oviposicdo faz com que uma melhor avaliagdo deste comportamento em diferentes
populacBes de campo seja necessaria.

1.3 Marcadores genéticos e o estudo de comportamento

Marcadores moleculares pode ser definido como um fenétipo molecular originado
de algum gene especifico do DNA ou de um gene expresso. Os marcadores podem ser
herdados e apresentam uma variacdo entre diferentes individuos, sendo assim muito
utilizados para diferenciar individuos geneticamente e sdo utilizados nos mais diversos
estudos de ecologia, conservacdo e genética (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Um importante papel dos estudos de genética de populacdes € diminuir a
“distancia” entre a genética molecular e estudos ecoldgicos e comportamentais. A
compreensdo de maneira integrada desses assuntos € importante, por exemplo, para o
conhecimento das taxas de dispersdo, estudos de acasalamento e distribuicdo geogréfica de
espécies ameacadas e assim, ampliando o entendimento da biologia evolutivas de
diferentes espécies (Blouin 2003; Jones et al 2010, Wang, 2014). Para isso, diversos
marcadores, cada qual com seus pontos positivos e negativos, foram desenvolvidos: RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SSRs (Simple
Sequence Repeats), SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) entre outros (Avise 1994).
A escolha do marcador utilizado vai depender de fatores como o custo, a tecnologia
disponivel e sua confiabilidade. Os mais usados atualmente para genética de populagdes
sdo o0 sequenciamento direto de genes, SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) e

microssatélites (ou SSRs, Simple Sequence Repeats).
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Dados de microssatélites ja foram usados em diversos estudos em diferentes
espécies de mosquito e se mostraram valiosos para responder perguntas de dificil solucdo
em populagbes naturais. Por exemplo, ja se mostraram Otimos aliados para estudos
relacionados com comportamento de oviposi¢cdo em Anopheles gambiae (Chen et al. 2006)
e Anopheles arabiensis (Chen et al. 2008). Com este tipo de marcador é possivel, atraves
da anélise de parentesco das larvas encontradas dentro e entre armadilhas de oviposicéo,
saber quantas fémeas contribuiram para um determinado criadouro. Para o Ae. aegypti,
uma variedade de loci microssatélites ja foram identificados (Chambers et al. 2007,
Slotman et al. 2007, Lovin et al. 2009) e avaliados em populagdes brasileiras (Monteiro et
al. 2014).

Os microssatélites foram descobertos na década de 80 em pesquisas que
observaram a presenca em gel de duas bandas apds um processo de centrifugacdo com
cloreto de césio de um DNA gendmico. Foi observado que uma das bandas possuia genes
e a outra, com densidade diferente, DNA repetitivo (Tautz & Renz 1984, Tautz 1989). Os
microssatélites sdo sequéncias de DNA com unidades de dois a seis pares de bases que se
repetem sequencialmente. Estas regifes repetitivas possuem alto nivel de polimorfismo e
séo abundantes, sendo encontrados em genomas de eucariotos em geral e estdo localizadas
tanto em regides codificantes como em regides intronicas. Podem ser classificados de
acordo com o tipo de sequéncia de repeticdo que apresentam, podendo ser: perfeitos,
quando ndo apresentam interrupcdo em sua sequéncia (ex: TATATATATATAT) e
imperfeitos, quando a sequéncia de repeticdo € interrompida por um par de bases ou uma

pequena sequéncia (ex: TATATATACTATATAT) (Oliveira et al. 2006).
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Os loci de microssatélites apresentam uma heranca mendeliana e evoluem a partir
de processos mutacionais decorrentes do deslizamento da polimerase e/ou do crossing over
desigual, que levam a uma inser¢do ou delecdo das sequéncias repetitivas no genoma,
durante o processo de replicacdo (Ellegren 2004). Apresentam uma alta taxa de mutagéo
que pode variar de 102 a 10 por geragdo, sendo mais alta que a taxa de substituicio de
bases em outras regides do genoma (Li et al. 2002). Esse marcador possui vantagens
quando comparados a outros marcadores genéticos (SNPs ou sequenciamento direto, por
exemplo) pois sdo altamente polimorficos, polialélicos, sua heranca é codominante (o que
permite a diferenciacdo de homozigotos e heterozigotos), abundantes e usualmente neutros
(Tautz 1989, Ellegren 2004). Para serem usados como marcadores genéticos, as regides
contendo as sequéncias repetidas sdo amplificadas utilizando iniciadores especificos
complementares as sequéncias flanqueadoras dos SSRs. Os diferentes alelos de um locus
possuem nameros diferentes de repeticOes e, portanto, sao identificados por tamanho em
eletroforese com gel de sequenciamento (Figura 1.6). As propriedades do DNA
microssatélite e, principalmente, seu carater polimorfico, os tornam Uteis para estudos de
mapeamento genético, diagndstico de doencas, estrutura genética das populacdes, genética

forense e relagGes de parentesco (Ellegren 2004).
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Figura 1.6. Esquema representando o sequenciamento de um locus microssatélite,
mostrando o tipo de repeticdo (CA) (a), as diferencas no numero de unidades de repeticdes
de cada alelo (b), e a visualizacdo da amplificacdo de cada alelo. Em (c), o eixo vertical a
esquerda representa a escala de fluorescéncia e o eixo horizontal acima, o tamanho de cada

alelo, em pares de base.

1.4 Analise de parentesco através das analises genéticas

As andlises de parentesco tém ajudado a resolver questdes importantes relacionadas
a ecologia, evolucdo e comportamento de diferentes espécies. Ferramentas genéticas para
analise de parentesco sdo importantes pois na maioria das vezes a genealogia dos grupos
em estudo ndo é conhecida. VVarios marcadores genéticos tém sido usados em estudos sobre
diversidade ecologica, selecdo sexual, sucesso reprodutivo, padrdes de dispersdo e biologia
da conservacdo, entre outros (para revisdes veja Blouin 2003, Jones et al. 2010). Além
disso, diversas metodologias de identificacdo de parentesco genético estdo disponiveis

atualmente (Blouin et al. 1996, Blouin 2003, Jones et al. 2010). O parentesco genético
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entre individuos pode ser calculado através de estimativas feitas a partir dos padrdes de
identidade por descendéncia ou IBD (ldentity by Descent) onde dois alelos que descendem
de um mesmo alelo ancestral sdo chamados de idénticos por descendéncia (Blouin 2003).

As inferéncias de parentesco podem ser de dois tipos: 1) os genotipos observados
podem ser usados para distinguir e categorizar pares de individuos entre um conjunto de
relacionamentos possiveis ou 2) 0s genotipos podem ser usados para se estimar o grau de
parentesco genético atraveés do célculo de coeficientes especificos. Por exemplo, em
andlises de paternidade busca-se determinar quais pares de individuos podem ser
categorizados como pais e filhos e diferencia-los de pares de individuos ndo relacionados
Ou com outras categorias de relacionamento (como irm&os ou primos). Para tal, podemos
calcular um coeficiente de parentesco (r) entre os pares de individuos, uma medida
continua, que nos diz a propor¢do de alelos compartilhados que séo idénticos por
descendéncia. De uma maneira simples, este coeficiente de parentesco nos diz a
similaridade entre um par de individuos comparados com a média da populagdo. Esta
medida pode ser usada para se calcular estimativas de verossimilhanca e com isso
categorizar os pares de individuos. Diversas metodologias, tanto para o célculo do
coeficiente r quanto para a categorizacdo dos pares de individuos, foram desenvolvidas
(Blouin 2003, Weir et al. 2006, Jones et al. 2010, Jones & Wang 2010).

Para esse tipo de andlise, 0 nimero de marcadores genéticos usados e sua
variabilidade sdo de extrema importancia para que as estimativas de parentesco sejam
confiaveis (Blouin et al. 1996, Wang 2004, Ashley et al. 2009, Harrison et al. 2013b). Por
exemplo, Ashley et al. (2009) utilizando popula¢des simuladas, compararam cinco

metodologias de reconstrucdo de parentesco e mostram que a acuracia dos programas
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testados aumenta quando o nimero de loci € maior e quando o marcador possui mais alelos
por locus (6-10). Harrison et al. (2013b), também utilizando dados simulados, mostrou que
além do namero de loci e diversidade alélica, a presenca de erros de genotipagem podem
influenciar a inferéncia de parentesco com diferentes metodologias. Como visto
anteriormente, microssatélites ja foram usados em varios estudos para inferéncia de
parentesco genético em diferentes organismos. Realmente, seu poder de reconstrucao de
genealogias vai depender, principalmente, do numero de loci, do nimero de alelos por
locus e a diversidade encontrada (Ashley et al. 2009, Harrison et al. 2013b, Kopps et al.
2015).

Além do marcador utilizado, caracteristicas da espécie sendo analisada, como tipo
de acasalamento (poligAmico ou monogdmico) e histéria demografica, também tem
influéncia na confiabilidade das anélises de parentesco (Robinson et al. 2013). Isto porque
algumas categorias de relacionamento sdo mais facies de serem preditas pelos dados do
que outras e o tipo de acasalamento e a existéncia de sobreposicdo de geracdes vao
influenciar na composicdo genealdgica da populacdo (Van de Casteele et al. 2001, Wang
2004, Csillery et al. 2006, Kopps et al. 2015).

As metodologias de inferéncia de parentesco foram criadas com foco principal em
se determinar a estrutura familiar em populagdes naturais para ecologia da conservacgéo, na
qual tanto individuos parentais quanto filiais estdo presentes nas amostras. No entanto,
quando nao temos sobreposicao de geragdes a categoria de relacionamento “pais e filhos”
pode ndo estar presente na amostra, como € 0 caso da coleta de larvas de mosquito. Como
estamos coletando apenas 0s estagios juvenis e ndo o mosquito adulto, ndo teremos 0s

genotipos parentais para nos ajudar a determinar os grupos familiares. Este tipo de analise
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torna mais importante a utilizacdo de marcadores altamente polimérficos (Painter 1997,
Harrison et al. 2013b).

A precisdo da analise de parentesco genético também pode diminuir nos casos em
que parentes muito proximos como primos ou até mesmo tios sdo inseridos na amostra
(Olsen et al. 2001, Stadele & Vigilant 2016). Outro fator que pode afetar a inferéncia de
parentesco é a presenca de poligamia entre os individuos, pois 0s possiveis grupos
familiares se tornam muito maiores, fazendo a anélise computacionalmente mais exaustiva
e aumentando as chances de erro (Wang & Santure 2009, Dexter & Brown 2013). De
acordo com Helinski et al. (2012), Ae. aegypti possui um comportamento poliandrico. O
acasalamento de fémeas com mais de um macho também foi relatado na espécie do mesmo
género Ae. albopictus (Boyer et al. 2012). Tanto a falta de parentais quanto a presenca de
meio irmaos e parentes distantes na amostra sdo fatores que podem dificultar e diminuir a
precisdo das metodologias de inferéncia de parentesco (Blouin et al. 1996, Olsen et al.
2001, Wang 2004, Csillery et al. 2006, Kopps et al. 2015).

Blouin et al. (1996) observaram, a partir de dados simulados, que a probabilidade
de um par de individuos meio irmdos serem classificados erroneamente como irmaos
completos seria de 15-16 %, enquanto que para classificar erroneamente irmaos completos
como néo relacionados seria de apenas 2,5 %. Realmente, categorias de relacionamento
mais préximas na superficie do grafico de r (Figura 1.7) sdo mais dificeis de serem
distinguidas (Kalinowski et al. 2006). Por isso é importante testar, através de simulagoes,
qual das metodologias de identificacdo de parentesco disponiveis atualmente (e seus
pressupostos) melhor se adapta ao tipo de dados obtidos das populagdes naturais. Cada vez

mais estudos sobre inferéncia de parentesco em populagdes naturais vém mostrando a
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importancia de se estimar atraves de simulacfes a adequagdo da metodologia utilizada para
a espécie e caracteristicas dos marcadores sendo usados (Kopps et al. 2015, Taylor et al.
2015). E sempre importante determinar se a diversidade genética e caracteristicas da
historia natural espécie especificas encontradas na populacdo em estudo nédo atrapalham a

inferéncia de parentesco pretendida. E se atrapalham é importante saber como.

1.00M
0.75
x 050
0.25 Regido nio F
possivel
0.00U2C=—1C HS PO
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Figura 1.7. Grafico do coeficiente k esperado para diferentes categorias de
relacionamento. U — ndo relacionados; HS — meio irmaos; 1C — primos de primeiro grau;
2C — primos de segundo grau; FS — irmdos completos; PO — pai e filho;, M — gémeos
monozigdticos. O grau de relacionamento r aumenta para a direita e ao norte do grafico.
Adaptado de Kalinowski et al. (2006).

1.4.1 Simulagdes computacionais
As duas razdes basicas para se simular dados genéticos sdo: (1) maior

conhecimento dos efeitos que parametros demograficos e mutacionais podem ter nos dados
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reais observados ou (2) criar grupos de dados teste, ou cenarios, para assim estimar o poder
estatistico de métodos alternativos (Balloux 2001, Hoban et al. 2012). Na analise de
parentesco, ao criar dados simulados com caracteristicas parecidas com as populacdes
reais, podemos comparar diferentes metodologias ou programas computacionais de analise
de dados. Como nos dados simulados sabemos o relacionamento de parentesco entre 0s
individuos criados € possivel testar e comparar a acurécia, a eficiéncia e quanto robusto
sd0 o0s programas de parentesco e assim estimar o poder dos métodos avaliados (Hoban et
al. 2012, Harrison et al. 2013a, Wang 2013).

Em simulages computacionais, dados com diferentes cenérios a serem testados
sdo gerados e, para que as simulag@es tenham um significado biolégico, é importante que
os dados gerados reflitam os dados reais. Para tanto, os conjuntos de dados criados devem
considerar diversos aspectos bioldgicos das espécies a serem analisadas, especialmente
caracteristicas demograficas como tipo de acasalamento e sobreposi¢cdo de geragdes
(Hoban et al. 2012). Caracteristicas bioldgicas como separacdo dos sexos (dioica ou
monoica) e poliandria podem dificultar as analises de inferéncia de parentesco e devem ser
levadas em consideracdo quando dados simulados sdo usados para se determinar se as
metodologias empregadas se adequam ao tipo de dados disponivel (Wang & Santure 2009,
Dexter & Brown 2013). Além disso, incluir dados sobre os marcadores usados como
variabilidade, taxa de erro e de mutacdo e nimero de loci também sdo importantes para
que possamos averiguar a validade da metodologia empregada para inferéncia de
parentesco nos dados reais sendo analisados, como mencionado anteriormente.

No presente trabalho testamos quais metodologias atualmente empregadas para se

estimar parentes dentro de uma amostra populacional melhor se adequam aos nossos dados.
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Esses resultados serdo importantes ndo somente para os dados de Ae. aegypti coletados no
presente estudo, mas também para quaisquer estudos de comportamento de postura de ovos
em mosquitos que possuam aspectos bioldgicos parecidos com a espécie em estudo. Em
diversos vetores, como espécies dos géneros Phlebotomus e Anopheles, um maior
conhecimento deste componente comportamental das populagdes, que implica em
diferentes taxas de sobrevivéncia e migragdo, tem se mostrado importante para uma melhor
coordenacdo dos programas de controle de vetor (Le Menach et al. 2005, Kumar et al.
2013). Le Menach et al. (2005) utilizando modelos matemaéticos, demostraram que a
oviposicdo é um fator essencial na distribuicdo de espécies do género Anopheles e,
consequentemente, da epidemiologia da maléria. Isto porque fémeas deste mosquito
tendem a se manter préximas dos sitios de oviposi¢cdo e do hospedeiro para alimentacao
sanguinea. O conhecimento do comportamento do inseto pode ajudar na localizacdo dos

sitios de oviposic&o, e assim, auxiliar os programas de controle.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o comportamento de oviposicao das fémeas de Aedes aegypti em Paquetd,
Rio de Janeiro, a partir da identificacdo do grau de parentesco das larvas e analisar através
de simulacdo computacional qual programa de identificacdo de parentesco melhor se aos
dados trabalhados aqui.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a variabilidade genética geral da populacdo em questdo (Paquetd/RJ);

e Genotipar e determinar o parentesco de individuos capturados inter-e intra-armadilhas;

e Inferir o comportamento sazonal de oviposicdo da espécie Ae. aegypti;

e Auvaliar o efeito espacial e climéatico sobre comportamento de postura das fémeas de
Ae. aegypti;

e Criar dados com padrdes similares de variabilidade genética e grau de parentesco
(proporcdo maior de irmaos do que nao parentes e sem individuos parentais nas
amostras) através de simulacdo computacional;

e Comparar 0s programas Colony e ML-Relate quanto a adequacéo de cada um aos dados

e ao nivel de variabilidade e grau de parentesco encontrado na populacdo estudada.

3 METODOLOGIA

3.1 Coleta das amostras

Larvas do mosquito Ae. aegypti foram coletadas em duas épocas do ano (Marco e

Julho, 2015) no bairro de Paqueta, Rio de Janeiro, utilizando armadilhas do tipo
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ovitrampas, que é composta por um vaso preto (9 cm x 12 cm) e uma paleta de eucatex (20
cm x 5 cm), onde as fémeas depositam seus ovos, e 200 ml de 4gua com atrativo, levedo
de cerveja a 0.04% (Fay & Eliason 1966, Braga et al. 2000) instaladas nos pontos
mostrados no mapa (Figura 3.1). Para a anélise da estrutura geral da populacéo todas as 90
armadilhas permaneceram em campo por um periodo de sete dias. Para as analises de
parentesco somente 50 armadilhas foram instaladas e coletadas apds um periodo de trés
dias em campo. Esta distin¢do teve que ser feita devido a grande infestacdo de mosquitos
na ilha. Isto porque, para a analise de parentesco, queriamos analisar todas as larvas de uma
mesma armadilha, em mais de uma armadilha. Quando as armadilhas ficavam em campo
por muitos dias, centenas de larvas eram coletadas em uma mesma armadilha, o que fazia
com que o numero de larvas a serem analisadas ficasse grande demais. As paletas positivas
foram levadas para o Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores
(LAFICAVE/IOC), onde foram imersas individualmente em copos descartaveis de 200
mL, contendo agua desclorada e racdo para gato triturada (Friskies®, Purina, S&o
Paulo/SP). As larvas foram criadas até o 4° instar larvar (L4), identificadas e armazenadas

em etanol 90%.
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Figura 3.1. Mapa da ilha de Paquetd, Rio de Janeiro. Pontos rosa séo os locais onde foram
instaladas 50 armadilhas para coleta de ovos destinados a analise de parentesco e 0s pontos
verdes somados aos pontos rosas sdo locais onde ovitrampas foram instaladas as 90

armadilhas para coleta dos ovos destinados a analise da variabilidade da populacéo.

3.2 Local de estudo

Localizada no interior nordeste da baia de Guanabara, a ilha de Paqueta apresenta
um formato longitudinal irregular com duas areas mais amplas conectadas por uma massa
de terra mais estreita (Figura 3.1). Possui 1,2 Km? de area e 8 Km de perimetro, com
aproximadamente 58 % de area urbana (Prefeitura do Rio de Janeiro 2016). Historicamente
é dividida em duas areas: a regido sul, chamada de Ponte, voltada para o Rio de Janeiro e
a regido norte, chamada de Campo, voltada para o fundo da Baia de Guanabara e Serra dos

Orgéos. A ilha pertence a cidade do Rio de Janeiro desde 1975, vinculada & éarea de

24



planejamento 1 (AP-1) da prefeitura, em conjunto com os bairros do centro histérico da
cidade (Prefeitura do Rio de Janeiro 2016). O bairro possui um indice de desenvolvimento
humano de 0,822, considerado alto dentro da AP-1, com 3.361 habitantes e 2.223
domicilios, onde 90 % destes sdo contemplados com abastecimento de agua e 99 % com
esgoto sanitario (IBGE 2010).

Em 1999, pelo seu valor histérico, paisagistico e cultural, Paqueta foi transformada
em Area de Protecdo do Ambiente Cultural (Rio de Janeiro 1999). O bairro € livre de
asfalto, e ndo sdo permitidos carros e motos particulares. Por isso, e outras razdes, tornou-
se um grande atrativo com fluxo turistico intenso. Além disso, muitos moradores trabalham
ou estudam na regido metropolitana o que torna grande a movimentagéo de pessoas na ilha.

Segundo o INMET (Instituto Nacional de Meteorologia, 2015), o ano de 2015 teve
temperatura média alta e os niveis de precipitacdo acumulada mensal abaixo do esperado
na maioria dos meses, inclusive no trimestre em que niveis menores de precipitacao ja sdo
esperados (junho, julho e agosto). Durante 0 ano os valores de precipitacdo em Paqueta
variaram de 3,2 mm a 55 mm nos meses secos e 44 mm a 183 mm nos meses chuvosos
(Figura 3.2), sendo a média anual para os periodos de 32,93 mm e 100,26 mm

respectivamente.
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Figura 3.2. Temperatura e precipitacdo mensal acumulada na ilha de Paqueta, de janeiro a
dezembro de 2015. Fonte: INMET.

3.3 Extracdo de DNA

Para analise dos gendtipos, as amostras foram escolhidas de maneira diferente
dependendo do objetivo a ser alcangado. Para a analise da estruturagdo genética geral, uma
larva de cada armadilha coletada foi escolhida aleatoriamente. Para as analises de
parentesco, todas as larvas dentro de uma mesma armadilha tiveram seus DNAs gendémicos
extraidos. Nos dois casos, as extracBes foram realizadas para cada larva separadamente,
segundo o modelo estabelecido no Laboratério de Biologia Computacional e Sistemas
(LBCS/I0C), como descrito a seguir. Larvas no 4° estagio foram maceradas separadamente
em microtubos de 1,5 ml, contendo 150 pul de tampao CTAB 2 % (100 mM Tris, 20 mM
EDTA, 1,42 M NaCl e 2 % CTAB) e 2 ul de proteinase K (concentragdo inicial de 10
ug/ul). Apds a maceragdo, 0s tubos foram incubados em banho maria a 56 °C por 1 hora.
Em seguida foi adicionad 150 pl de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v) e os tubos
foram agitados manualmente por 5 minutos seguido de 5 minutos de centrifugacéo a 13.000

rpm. A fase aquosa foi retirada para um novo tubo de 0,5 ml e acrescentou-se 5 pl de cloreto
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de sédio (5 M) e 200 ul de etanol absoluto gelado. As amostras foram entdo colocadas no
freezer durante a noite para a precipitacdo do DNA gendmico. Apo6s o periodo de
precipitacdo, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 14.000 rpm, o sobrenadante
retirado e o pellet lavado com 400 pl de etanol diluido a 70 % gelado e os tubos
centrifugados por mais 10 minutos a 14.000 rpm. O etanol foi entdo retirado dos tubos e o
pellet deixado para secar por 20 minutos a temperatura ambiente. O pellet de cada amostra
foi ressuspenso com 60 ul de agua destilada e congelado até seu uso.

3.4 Amplificacdo do DNA e anélise de dados genotipados

O DNA das amostras analisadas foi amplificado por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), com iniciadores marcados segundo o protocolo econémico de Schuelke
(2000). Esta metodologia utiliza uma sequéncia M13 adicional nos iniciadores forward.
Com isto, e a utilizagdo de iniciadores M13 marcados com diferentes fluorescéncias (HEX,
6- FAM), conseguimos amplificar as regiGes de microssatélites e marcar os fragmentos
finais com diferentes cores sem precisarmos marcar diretamente os iniciadores de cada
locus. Este procedimento reduz consideravelmente os custos envolvidos na confecgéo dos
iniciadores. As diferentes cores de fluorescéncia permitem a genotipagem através de PCRs
multiplex e posterior analise em conjunto em eletroforese de capilar. Os doze loci
escolhidos para a andlise estdo entre os disponiveis na literatura (Slotman et al. 2007,
Brown et al. 2011) e foram amplificados em trés conjuntos (reacdes multiplex, Tabela 3.1).
A reacdo foi preparada para um volume final de 10 pl contendo: 5 pl (concentragdo final
1x) de Type-It Multiplex PCR Master Mix (Qiagen), 0,025 ul (ou 0,025 uM) de iniciador
forward, 0,25 pul (ou 0,25 uM) de iniciador reverse, 0,05 ul (ou 0,5 uM) do iniciador M 13

com fluorescéncia, 3,4 ul de agua mili-Q e 1 ul do DNA gendmico diluido 1:10 (com agua
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mili-Q). Cada um dos conjuntos multiplex amplificados, além do DNA das larvas extraido
possuia controles negativo e positivos, amostras utilizadas em outro estudo com 0s mesmos
marcadores, para verificacdo posterior da qualidade e comparacdo dos gendétipos
analisados. A reacédo foi feita em um termociclador (Applied Biosystems - Veriti) nas
seguintes condi¢fes: desnaturacéo inicial a 94 °C por 8 minutos, seguida por 35 ciclos de
30 segundos a 94 °C para desnaturacdo, 30 segundos a 54 °C para anelamento dos
iniciadores e 30 segundos a 72 °C para extensdo, seguidos de um ciclo de 5 minutos a 72
°C para extensdo final. Os produtos amplificados foram genotipados em um sequenciador
automatico ABI3500 (Applied Biosystems) no Laboratério Genoma da Universidade do

Estado do Rio de Janeiro (UERJ).
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Tabela 3.1. Marcadores microssatélites utilizados na populacdo estudada. Nome do marcador, sequéncia do iniciador, grupo do PCR multiplex,

cor da fluorescéncia usada para deteccdo na genotipagem e fonte bibliografica: 1- Brown et al. (2011); 2 - Slotman et al. (2007).

LOCUS PRIMER (5°’-3’) MULTIPLEX FLUORESCENCIA FONTE

A9 F-TCCCAGTCACGACGTGCAGCATGCACTTCACATTT 1 6-Fam 1
R-CGAATGGCATCTGATTCAAG

ACA F-TCCCAGTCACGACGTGCGAATCGGTTCCCATAGTA 1 6-Fam 2
R-CTTTATCGATCGACGCCATT

B2 F-TCCCAGTCACGACGTGGAAACACTTGCAGGGACAT 1 HEX 1
R-GCAGATGGTGGCAGTAGTGA

B3 F-TCCCAGTCACGACGTGCAAGTTGCAAAGTGCTCAA 1 HEX 1
R-ACCCACCGTTTGCTTTGTAG

AC1 F-TCCCAGTCACGACGTTCCGGTGGGTTAAGGATAGA 2 6-Fam 2
R-ACTTCACGCTCCAGCAATCT

acs | FTCCCAGTCACGACGTTGGATTGTTCTTAACAAACACGAT ) 6-Fam 5
R-CGATCTCACTACGGGTTTCG

AG1 F-TCCCAGTCACGACGTAATCCCCACACAAACACACC 5 HEX 9
R-GGCCGTGGTGTTACTCTCTC

AGE F-TCCCAGTCACGACGTTGATCTTGAGAAGGCATCCA 2 HEX 2
R-CGTTATCCTTTCATCACTTGTTTG

Al F-TCCCAGTCACGACGTGACGTAAACCGAGTGGGAGA 3 6-Fam 1
R-GCATTTAACCGCGCTAGAAC

AC? F-TCCCAGTCACGACGTAATACAACGCGATCGACTCC 3 6-Fam 5
R-AACGATTAGCTGCTCCGAAA

cT2 F-TCCCAGTCACGACGTCGCAGTAGGCGATATTCGTT 3 HEX 2
R-ACCACCACCAACACCATTCT

AG2 F-TCCCAGTCACGACGTTCCCCTTTCAAACCTAATGG 3 HEX 2
R-TTTGCCCTCGTATGCTCTCT

29



O programa GeneMapper (Applied Biosystems) foi usado para a identificagéo
dos alelos. Para conferir estatisticamente a confiabilidade dos marcadores utilizados, 0s
loci foram testados para o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) usando o
programa Genepop v1.2 (Raymond & Rousset 1995, Rousset 2008). A independéncia
dos loci foi avaliada através do teste de desequilibrio de ligacdo (LD) usando o0 mesmo
programa. Para ambos os testes foram usados os parametros de 10.000 demorizagdes,
1.000 batches e 10.000 iteracGes. Foi usada a correcdo de Bonferroni para testes
multiplos (Rice 1989). O programa GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse 2012) foi usado
para os calculos da frequéncia alélica, nimero efetivo de alelos e diversidade genética
(heterozigosidades). O namero efetivo de alelos nos diz a quantidade de alelos com a
mesma frequéncia que seriam necessarios para que a mesma medida de
heterozigosidade fosse encontrada em um locus. Alelos com frequéncia baixa
contribuem muito pouco para esta estimativa e com isto podemos ver se existem muitos
alelos em baixa frequéncia (se houver uma diferenca grande entre essa estimativa e o
namero de alelos encontrados). A presenca de alelos nulos foi verificada com o
programa ML-Relate (Kalinowski et al. 2006). O programa HP-Rare v1.0 (Kalinowski
2004, Kalinowski 2005) foi usado para o célculo da riqueza alélica. A riqueza alélica
calculada por esse programa leva em consideracdo o tamanho da amostra e, portanto, é
uma medida menos enviesada da diversidade alélica nos diferentes loci.

3.5 Analises de parentesco

Para avaliar o comportamento de oviposicdo das fémeas de Ae. aegypti, €
necessario identificar as larvas que vieram de uma mesma fémea, ou seja, a categoria
de relacionamento de irm&os. Como esta especie possui comportamento poligamico,
para se ter certeza de que estamos vendo irmdos que vieram da mesma fémea é

necessario identificarmos os irmdos completos, que possuem mesmo pai e mde. Como



todos os programas de analise de parentesco possuem um certo grau de incerteza em
suas inferéncias (Jones et al. 2010) e importante a utilizacdo de mais de um programa.
Por isso foram escolhidos dois programas, ML-Relate (Kalinowski et al. 2006) e
Colony v. 2.0.5.9 (Jones & Wang 2010). Ambos realizam a reconstrugéo de parentesco
somente com analise da prole, ou seja, sem a necessidade do conhecimento prévio dos
genotipos da geragdo parental e levam em conta erros de genotipagem e mutacionais.
Por isso sdo muito usados em andlises de inferéncia de parentesco em diversos
organismos como insetos, peixes, mamiferos entre outros (Hauser et al. 2011, Aglieri
et al. 2014, Larson et al. 2015, Ottmann et al. 2016).

O programa ML-Relate calcula, por verossimilhanca, estimativas de parentesco
entre duas amostras a partir do calculo do coeficiente de parentesco r, que é igual a %2
ki + ko. O coeficiente k diz a probabilidade de dois alelos serem idénticos por
descendéncia (sdo iguais ndo devido a mutacdo mas sim pelo fato de terem sido
herdados de ancestrais comuns). Ent&o ko, k1 e k2 s&0 a probabilidade de dois individuos
terem zero, um ou dois alelos que sejam idénticos por descendéncia (IBD) em um
determinado locus. Se dois individuos sdo irmdos completos (possuem 0 mesmo pai e
mae), Ko sera igual a 0,25, ki serd 0,5 e ko serd 0,25 (neste caso, r sera igual a 0,5). Essas
probabilidades séo diferentes para as diferentes categorias de relacionamento como
podemos ver natabela 3.2. O programa calcula qual a categoria de relacionamento entre
dois individuos tem maior verossimilhanca multiplicando essas probabilidades para
cada locus avaliado. Com isso ele classifica os pares de individuos em: ndo relacionados
(V), irmaos completos (FS), meio irméos (HS), pais e filhos (PO). A significancia de
cada categoria testada entre os pares de individuo é obtida a partir de simulagdes e

apenas categorias que sejam suportadas pelos dados séo listadas.
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Tabela 3.2. Lista de coeficientes k e r para diversas categorias de relacionamento entre
individuos, modificado de Blouin (2003).

Categoria de relacionamento Ko k1 ko r
Pais e filhos 0 1 0 0,50
Irmaos completos 0,25 0550 0,25 0,50

Meio irmaos/ avoés / tios / sobrinhos / netos | 0,50 0,50 O 0.25
Primos de 1° grau 0,75 0,25 0 0,125

Nao relacionados 1 0 0 0

O programa Colony também usa verossimilhanca para estimar o relacionamento
de parentesco entre os individuos de uma populacdo. Este € um programa mais
rebuscado que foi criado com o intuito de avaliar estatisticamente as relagcdes de
parentesco entre individuos levando em conta toda a arvore genealdgica dos dados e
ndo apenas comparacgdes par a par. Com este tipo de estimativa o0 programa é capaz de
levar em conta se a espécie é poligdmica, fato que ja foi observado em Ae. aegypti.
Como o programa leva em conta toda a arvore genealdgica dos dados, é mais facil
detectar individuos com graus diferentes de parentesco como meio irmaos e primos. O
programa considera inicialmente todos os individuos como ndo relacionados e calcula
a verossimilhanca deste padrdo genealdgico. Conforme os relacionamentos sdo
modificados novas verossimilhancas sdo calculadas, o novo padrdo de relacionamento
pode ser rejeitado ou aceito se a verossimilhanca encontrada for maior que a do padrao
anterior. Esse processo continua até que todos 0s parentescos tenham sido
solucionados. Para que ndo fique preso em um pico de verossimilhanga local (e ndo

chegue ao pico global) o programa faz uso de um algoritmo que prevé a possibilidade
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de n&o aceitacdo de verossimilhancas melhores, algumas vezes (“simulated annealing”,
Kirkpatrick et al. 1983).

3.6 Criacdo de dados através de simulagcdo computacional

Dados com padr@es similares aos dados reais foram criados no programa Colony
v. 2.0.5.9. Para isso, os resultados obtidos na estruturacdo geral da popula¢do como o
numero de loci, as frequéncias alélicas e nimero de alelos por loci foram inseridos
como parametros iniciais. Outros parametros relacionados as caracteristicas bioldgicas
da espécie em estudo também sdo usados. Neste caso, para a espécie Ae. aegypti, as
caracteristicas usadas foram: dioica (sexos separados), diploide e com sistema de
acasalamento poligdmico para machos e fémeas, sem existéncia de clones. A
metodologia escolhida foi a de maxima verossimilhanga e as corridas foram feitas com
tamanho médio, alta precisdo e foi considerada uma taxa de erro de genotipagem de
0,001 (Hoffman & Amos 2005). O programa utiliza esses parametros e informacdes
sobre a estrutura familiar para produzir os genotipos da prole final. A estrutura familiar
é inserida através de matrizes, dando ao programa informacdes sobre o total de
individuos a serem analisados e como estes estdo relacionados (Figura 3.3). Foram
criados sete cendrios (matrizes) com diferentes proporcdes de meio irmaos (0%, 5%,
10%, 20%, 30%, 40% e 50%). Cada matriz com um total final de 250 individuos,

distribuidos por 12 representantes paternos e maternos (matriz 12 x 12).
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1 2 3 4 5
0% ps = = »=< »=

| s @ 0 0 0 10 individuos filhos do Pai 1+Méae 5-

= meio irmaos dos 40 individuos filhos

do Pai 5+ Mae 5
2 0 39 0 0 0
3 T~ 0 10 46 0 0 55 indviduos irmaos completos -
4 filhos do Pai 1+ Mae 1
S— 0 0 0 45 0

Figura 3.3. Exemplo de matriz 5 x 5, com 250 individuos na prole e 10 % de meio
irmdos. Diferentes configuracdes de relacionamentos possiveis para os individuos
analisados. Exemplo de meio irmdos em roxo, dois grupos de larvas da prole onde os
individuos séo considerados meio irméos por compartilharem a mesma mée (fémea 5).
Exemplos de irm&os completos em vermelho, todas as 55 larvas sdo filhas do mesmo
macho (1)e mesma fémea (1).

3.7 Analise comparativa dos programas de identificacao de parentesco

Para testar qual dos programas usados anteriormente melhor se adequa aos
dados estudados, grupo de dados simulado com diferentes cenérios feitos no programa
Colony foram analisados nos programas Colony e ML-Relate. Os resultados dos dados
simulados foram analisados com 0s mesmos critérios usados para os dados reais. A
partir das matrizes de estruturas familiares inseridas em cada um dos cenarios
simulados é possivel identificar o real grau de parentesco de cada combinacgéo par a par
dos 250 individuos simulados. Com isto € possivel calcular os erros e a acuracia de cada
programa. Além disso, avaliamos o quanto os programas Colony e ML-Relate
classificam os pares de individuos corretamente nas diferentes categorias e ainda em
quais cenarios os dois programas realizam a categorizac¢do dos individuos de maneira

mais incorreta.
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A acurécia e as taxas de erro foram calculadas buscando avaliar cada programa em
relacdo a capacidade de identificar irmdos completos corretamente, ja que esta é a
categoria que melhor nos indicara o comportamento de oviposicdo das fémeas, pois
individuos que sdo meio irmdos podem ser filhos de fémeas diferentes com o mesmo
macho. Acurécia, ou propor¢do de erros, diz quanto proximo de um determinado
resultado verdadeiro o programa realiza a categorizacdo. Ou seja, ela é calculada a partir
do total de erros classificatdrios sobre o total de comparacgdes para a par. O total de
erros é calculado a partir do nimero de comparagdes de individuos que sdo irmé&os
completos mas ndo sdo corretamente categorizados (erro do tipo Il, falso negativos)
acrescido o nimero de individuos que ndo sdo irmaos completos mas séo categorizados
como tal (erro do tipo I, falsos positivos). Calculamos também a taxa de classificacdo
correta de cada programa, ou seja, 0 numero de individuos verdadeiramente irmaos
completos sobre o nimero total de irm&os completos determinado por cada programa e
a taxa de irmdos completos classificados erroneamente, ou o total de individuos
classificados de maneira errada, como irmdos completos, sobre o total de irmé&os

encontrados (Wang 2004, Wang & Santure 2009).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise genética geral da populacdo de Paqueta

Um total de 75 individuos escolhidos aleatoriamente foram genotipados para 12
loci de microssatélites em uma anélise da variabilidade genética geral da populagédo de
Paquetda. Isto porque os dados sobre variabilidade dos marcadores usados poderiam
ficar com viés se apenas amostras genealogicamente aparentadas fossem usadas. Este
é 0 caso das amostras coletadas para a determina¢do do objetivo geral do trabalho. As
frequéncias alélicas para cada locus estdo na tabela 4.1. Nesta tabela os nimeros
amostrais para cada locus (N na tabela 4.1) podem variar devido a problemas de
genotipagem de determinados individuos em alguns loci. Isto é comum em
genotipagens e, se a propor¢do de genotipos ausentes ndo for grande, como foi o caso,
ndo atrapalha as analises. Em média a populacédo teve uma riqueza alélica de 4,2, com
0 locus AG2 possuindo o maior numero de alelos (13). A heterozigosidade total
observada foi de 0,42 e a esperada de 0,48. Apos a correcdo de Bonferroni, foram
observados desvios para o equilibrio de Hardy-Weinberg para os loci A9, B3, AC5,
devido a um déficit de heterozigotos nos trés casos. Os nimeros de coeficiente de
endogamia (Fis) podem ser observados na tabela 4.2. O programa ML-Relate constatou
a presenca de alelos nulos para os loci A9, B3, AC1 e AC5. A tabela 4.2 resume as
principais medidas de variabilidade encontradas para cada locus. Esses dados foram

usados para a cria¢do dos dados simulados no programa Colony.
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Tabela 4.1. Frequéncias alélicas (nomes dos alelos sdo seus tamanhos em pares de base
no gel de sequenciamento) nos 12 loci de microssatélites analisados em Ae. aegypti. N
- numero de mosquitos analisados em cada locus (pode ser diferente em cada locus

devido a erros na genotipagem); Freq — frequéncia alélica.

Locus Alelos Freq Locus Alelos Freq
A9 N 75 AG1 N 39

182 0,053 117 0,500

188 0,607 119 0,154

191 0,340 121 0,346
AC4 N 75 AG5 N 35

128 0,827 166 0,057

130 0,173 168 0,343

B2 N 75 170 0,157

95 0,080 172 0,043

107 0,033 174 0,014

113 0,887 176 0,271

B3 N 75 178 0,114
166 0,807 AC2 N 66

172 0,100 184 0,356

175 0,093 186 0,091

AC1 N 35 188 0,553
195 0,257 CT2 N 67

197 0,229 184 0,731

207 0,014 188 0,269
209 0,500 AG2 N 67

AC5 N 35 115 0,246

155 0,014 117 0,022

156 0,086 119 0,455

157 0,014 149 0,007

158 0,100 153 0,022

159 0,643 155 0,022

160 0,143 157 0,007

Al N 69 159 0,082

156 0,007 161 0,007

158 0,014 164 0,007

162 0,116 167 0,060

168 0,855 169 0,037

174 0,007 171 0,022
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Tabela 4.2. Medidas de variabilidade encontradas para cada locusavaliado e valores do coeficiente de endogamia, Fis, na populacdo de Ae. aegypti
de Paqueta. Fis em negrito foram significativos e demonstram desvio para o equilibrio de Hardy-Weinberg. (Al) nimero de alelos; (Na) riqueza

alélica; (Ne) numero efetivo de alelos; (Ho) heterozigosidade observada; (He) heterozigosidade esperada.

Locus A9  AC4 B2 B3 AClL AC5 AGl AG5 Al AC2 AG2 CT2
Al 3 2 3 3 4 6 3 7 5 3 13 2
Na 2,99 2 295 2,99 4 6 3 7 377 299 10,63 2
NE 206 140 126 150 271 221 254 427 134 227 355 165

Ho 013 035 019 020 060 055 061 073 025 059 073 039
He 052 029 021 033 063 056 061 078 026 056 0,72 0,30

Fis 074 -020 010 040 006 049 -0002 004 010 -005 -001  0.02
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4.2 Analise comparativa dos programas de identificacdo de parentesco

Foram criadas sete matrizes de 250 individuos para a geracdo de dados
simulados onde conhecemos o relacionamento de parentesco entre os individuos para
a avaliacdo dos programas ML-Relate e Colony. As matrizes de estrutura familiar
utilizadas para a geracdo dos dados no programa Colony podem ser encontradas no
Anexo |, assim como os parametros escolhidos. Como explicado anteriormente, dados
com diferentes propor¢des de meio irmaos foram criados e analisados nos programas
ML-Relate e Colony. Scripts escritos em Perl foram criados para que os resultados dos
programas fossem analisados de maneira mais eficiente. Isto porque o numero de
comparagOes par a par que devem ser avaliadas para calcularmos as taxas de erro e
acuracia de cada programa é grande (31.125). Os scripts completos podem ser

encontrados no Anexo Il.

O programa ML-Relate calcula o coeficiente de relacionamento r para
categorizar os pares de individuos analisados. A figura 4.1 mostra a distribui¢do de ryy
nas comparacOes par a par nos dados simulados para a categoria de relacionamento
irmaos completos. As médias das distribuicdes de r encontradas nas diferentes matrizes
ficaram entre 0,48 e 0,57, bem proximas da esperada para esta categoria, que seria de

0,5 (Tabela 3.2).
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Figura 4.1. Distribuicdo de rxy nas comparacdes par a par para a categoria de
relacionamento irmdos completos em todos cenarios simulados (diferentes proporcdes

de meio irmaos nas matrizes).

Apbs a analise de cada cendrio em ambos programas, observou-se que, em
muitos casos, as diades categorizadas pelos programas ndo eram condizentes com 0
parentesco real dos individuos. Para a avaliagdo do comportamento de oviposic¢éo das
fémeas, poder identificar irmdos completos dentro e entre as armadilhas € de extrema
importancia. Por isso focamos os calculos de erro para esta categoria, irmaos
completos. O programa ML-Relate apresentou uma proporgdo do erro tipo | (classificar
outras categorias de relacionamento como sendo irmdos completos), entre 0,017 e
0,037, uma quantidade de erro baixa, mas que se elevou de maneira moderada, a medida
que a proporcao de meio irm&os nas amostras aumentava (Figura 4.2). A proporgao do

erro tipo Il (classificar irmaos completos como outra categoria) também foi baixa, entre
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0,016 e 0,057, e diminuiu com o aumento da propor¢do de meio irm&os nas amostras.
O erro do tipo 11 foi maior que o erro do tipo | até o cenario com 30 % de meio irmaos,
quando esta tendéncia se inverteu (Figura 4.2). O programa Colony apresentou uma
proporcdo de erro tipo | mais baixa que o ML- Relate, entre 0 e 0,00035. Neste
programa a proporcao de erro tipo Il foi mais alta (entre 0,014 e 0,034) que o erro de

tipo I, mas em geral mais baixa que no ML-Relate.

0.06-
o
o
o 0.044
o
z% /\.
%’" ; -o— Tipo | ML-Relate
S 0.02- 0\/ - ~~4 -= Tipo Il ML- Relate
s Tipo I Colony
Tipo 11 Colony
0.00-

1 1 1 1 1 1 1
ST N I
% de meio irmaos inseridos

Figura 4.2. Erros tipo | e Il para a categoria de irméos completos encontrados em cada

cenario (diferentes proporcdes de meio irmao) nos dois programas avaliados.

A taxa de classificacdo correta variou entre 24 e 73 % para 0 ML-Relate e 97 e
100 % para o Colony (Figura 4.3). Esta taxa mostra que quando o programa Colony
classifica individuos como irmédos completos podemos confiar nele. No entanto, o
programa, em muitos casos, deixa de classificar irmaos completos verdadeiros como
tal, como mostra a figura 4.3. Mesmo alta, a proporcdo de irmdos completos
verdadeiros classificados erradamente pelo programa Colony foi apenas mais alta do

que a do ML-Relate nos cenarios com 30 e 50 % de meio irm&os. Um resultado
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interessante é que, para o programa Colony, este tipo de erro é bem menor para o
cenario onde ndo existem meio irmdos na populacdo. Ou seja, quando a espécie é
monogamica, 0 que ndo ocorre para 0 ML-Relate. Os dois programas possuem uma
menor taxa deste erro nos cendrios com proporgdes intermediérias de meio irmé&os,
onde o nimero de comparagdes par a par entre meio irméos ainda é menor do que a de
irmdos completos. No cenario com 30 % de meio irm&os, 0 nimero de comparacoes
par a par entre meio irmaos ja é duas vezes maior que a entre irmaos completos, com
40 % é trés vezes e com 50 % quase cinco vezes maior. A grande quantidade de meio

irmaos parece atrapalhar a correta classificagdo dos irméos completos.

120~
1004
804

o A “a .
X 60 -\-\-/.__ < -8~ FS classificados errados - ML-Relate
404 -@- ClassificacGes corretas - ML-Relate

201 FS classificados errados - Colony

S I

% de meio irmaos inseridos

Figura 4.3. Propor¢do de irmdos completos (FS) verdadeiros classificados
erroneamente em outras categorias e taxa de classificacdo correta para a categoria de
irmaos completos em cada cenario (diferentes proporcdes de meio irmao) nos dois

programas avaliados.

A acuréacia do programa ML — Relate variou de 92 a 95 % e do programa Colony
de 96 a 98 %. Um ponto interessante é a diferenca em performance entre os dois
programas para os dados simulados sem poligamia (Figura 4.4). O programa Colony
parece ter uma melhor performance na auséncia de poligamia, tendo melhor

desempenho que o programa ML-Relate em todos os casos. O programa ML-Relate
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parece ter uma melhor performance quando existem meio irmdos nos dados, em

peguenas proporgdes.

Acuracia
100+
95- //,’a/‘\/‘
N Colony
90- -~ ML-Relate
85-

ST S S
% de meio irmaos inseridos

Figura 4.4. Acuracia de cada programa avaliado para os sete cenarios simulados.

O programa ML-Relate calcula automaticamente uma categoria de
relacionamento chamada de Pais e Filhos (PO) que é de dificil diferenciacdo da de
irmdos completos por ter 0 mesmo numero de rxy, apenas diferengas na quantidade de
alelos IBD esperada (k, Tabela3.2). Realmente esse programa categoriza entre 22 e 37%
de irm&os completos (FS) verdadeiros erradamente como sendo da categoria PO. Seria
tentador, quando sabemos que a geracdo parental ndo estd presente na amostra,
passarmos esta categoria para FS diretamente. No entanto, estariamos aumentando
drasticamente 0 nosso erro do tipo I, pois de 21 a 30 % de meio irméos (HS) também
séo erroneamente classificados como PO. Esse programa classifica de 10 a 21 % de FS
como HS e de 2 a 14 % como nao relacionados (U). O programa Colony néo possui a
categoria PO mas também classifica erradamente cerca de 2 a 19% de FS como HS e

17 a51% como U.
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4.3 Analise de parentesco dos dados reais
4.3.1 Estrutura genética dos individuos capturados nas coletas de verdo e inverno

A coleta da estacdo chuvosa foi feita em marco (verdo) e a da estacdo seca em
julho (inverno) de 2015. Um total de 1.125 e 753 ovos foram coletados em cada estacao.
Ap0s a eclosdo das ovos e identificacdo das larvas, obtivemos 426 e 471 larvas de Ae.
aegypti para o verao e inverno respectivamente. A partir das 50 ovitrampas instaladas,
foram escolhidas 12 ovitrampas (213 individuos) coletadas no verdo e seis ovitrampas
(108 individuos) no inverno (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Numero das armadilhas avaliadas no verdo e inverno e quantidade de larvas

genotipadas (total de larvas encontradas em cada armadilha).

Veréo Inverno
Armadilhas Larvas Armadilhas Larvas

15 17 4 24
19 28 5 17
20 8 12 7
21 4 13 6
22 12 28 28
27 14 45 26
28 12
30 5
31 30
32 14
37 37
50 32

Total 213 108
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Em média encontramos uma riqueza alélica de 4,5, muito parecida com a
encontrada na analise geral da popula¢do. Em cinco loci (A9, AC1, AC2, AC5 e AC4)
um ndmero maior de alelos foi encontrado nessas coletas quando comparadas com as
andlises da populacdo geral. Em todos os casos, os alelos estavam em baixa frequéncia
e, apesar do grau de parentesco ser maior nestas amostras, é possivel que esta diferenca
em namero de alelos encontrados seja devido ao maior nimero de individuos avaliados
neste caso (321 contra 75 da anélise populacional geral). A heterozigosidade observada
total foi de 0,44 e esperada de 0,50, parecidas com as encontradas na andlise da
populagdo geral. O locus AG2 novamente foi onde encontramos 0 maior nimero de
alelos (11). A tabela 4.4 mostra as frequéncias alélicas dos individuos coletados no

verdo e inverno separadamente.

Apos a correcdo de Bonferroni, foram observados desvios para o equilibrio de
Hardy-Weinberg em nove loci nas amostras de verdo e em dez dos 12 loci nas amostras
de inverno. Os numeros de Fis para cada estacdo podem ser observados na tabela 4.5.
A grande quantidade de loci em desequilibrio provavelmente se deve ao fato de
estarmos analisando individuos com um alto grau de parentesco. A tabela 4.5 resume
as principais medidas de variabilidade encontradas para cada loci e estacdo analisada.
Como podemos ver pelas tabelas 4.4 e 4.5, ndo ha muita diferenca entre as frequéncias

alélicas nem medidas de diversidade entre as estacfes de um mesmo ano.
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Tabela 4.4. Frequéncias alélicas (nomes dos alelos sdo seus tamanhos em pares de
base) nos 12 loci de microssatélites em Ae. aegypti coletados em diferentes estacdes do

ano (inverno e verdo) em Paqueta. N - nimero de mosquitos analisados em cada locus.

Locus | Alelos Inverno Verdo Locus | Alelos Inverno Veréo
AC4 | N 100 198 B2 N 101 204
126 0,050 0,020 95 0,188 0,029
128 0,695 0,907 107 0,000 0,167
130 0,255 0,073 113 0,812 0,804
B3 N 100 203 AG1l | N 101 208
166 0,840 0,702 117 0,426 0,481
172 0,135 0,182 119 0,193 0,130
175 0,025 0,116 121 0,381 0,389
Al N 107 211 AG5 | N 102 206
156 0,019 0,005 166 0,127 0,066
158 0,005 0,009 168 0,368 0,291
162 0,107 0,201 170 0,250 0,143
166 0,005 0,005 172 0,029 0,063
168 0,860 0,770 174 0,000 0,024
170 0,005 0,007 176 0,118 0,323
176 0,000 0,002 178 0,108 0,090
A9 N 97 186 AC5 | N 97 204
180 0,000 0,013 147 0,041 0,000
182 0,015 0,121 155 0,046 0,000
185 0,010 0,003 156 0,046 0,135
188 0,794 0,731 157 0,010 0,020
191 0,170 0,132 158 0,201 0,108
194 0,010 0,000 159 0,619 0,613
ACl [N 103 207 160 0,036 0,115
195 0,340 0,324 161 0,000 0,010
197 0,199 0,135 AG2 | N 107 205
203 0,005 0,000 114 0,005 0,000
207 0,078 0,017 115 0,439 0,393
209 0,379 0,524 117 0,070 0,054
AC2 |N 107 210 119 0,407 0,390
178 0,000 0,005 153 0,000 0,007
184 0,393 0,393 155 0,000 0,007
186 0,140 0,043 157 0,005 0,010
188 0,467 0,560 159 0,019 0,107
CT2 |N 106 205 161 0,014 0,012
184 0,717 0,739 167 0,014 0,020
188 0,283 0,261 169 0,028 0,000
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Tabela 4.5. Medidas de variabilidade encontradas para cada loci avaliado e valores do coeficiente de endogamia, Fis, na populacdo de Ae. aegypti
de Paqueté coletadas no inverno (I) e verdo (V). Fis em negrito foram significativos e demonstram desvio para o equilibrio de Hardy-Weinberg.

(Al) numero de alelos; (Na) riqueza alélica; (Ne) nimero efetivo de alelos; (Ho) heterozigosidade observada; (He) heterozigosidade esperada.

Locus A9  AC4 B2 B3 ACl AC5 AGlL AG5 Al AC2 AG2 CT2
I | 5 3 2 3 5 7 3 6 6 3 9 2
Y 5 3 3 3 4 6 3 7 7 4 9 2
Na ' 500 300 200 300 49 700 300 600 572 300 881 200
v 450 299 300 300 400 592 300 7,00 563 371 860 200
Ne ' 152 182 144 138 328 232 275 416 133 255 274 168
v 176 121 148 185 251 239 250 441 158 213 311 163
Ho ' 002 051 024 010 076 031 08 067 022 067 060 043
v 010 015 039 019 068 039 060 073 038 059 069 035
He ' 034 045 031 028 069 057 064 076 025 061 064 04
v 043 017 032 046 060 058 060 077 037 053 o068 039
Fo ' 094 -013 023 064 -008 046 -033 014 010 -010 006 006
v 076 015 -020 058 -013 033 001 006 -003 -010 -002 010
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4.3.2 Determinacéo do parentesco dos individuos capturados intra e inter

armadilhas.

Para avaliar o comportamento das fémeas de Ae. aegypti, 0os gendtipos dos
individuos de cada estacdo foram analisados separadamente nos programas ML-Relate
e Colony. Assim conseguimos identificar os grupos de irméos completos (que possuem
mesmo pai e mée) existentes dentro e entre armadilhas. Para o programa Colony, além
da informacdo dos gendtipos, caracteristicas da espécie estudada e o tipo de marcador
usado também sdo inseridos. Os seguintes parametros foram uados: individuos
diploides e dioicos, machos e fémeas poligdmicos, marcadores codominantes e taxa de
erro de genotipagem de 0,001. As anélises foram realizadas por verossimilhanga com
comprimento médio de corrida e alta precisdo (Jones & Wang 2010). No programa ML-

Relate apenas 0s gendtipos sdo inseridos.

A partir dos 321 individuos analisados, foram realizadas 22.578 analises par a
par nas amostras de verdo e 5.778 nas de inverno. A andlise das duas coletas do ano
mostrou que existe presenca de irmaos completos e meio irmaos dentro de armadilhas
nos dois periodos. Em muitos casos a categoria de relacionamento de irmdo completo
(FS) também foi encontrada em anéalises par a par entre armadilhas diferentes indicando

um comportamento de oviposi¢cdo em saltos para esta espécie em Paqueta.

Para o programa ML-Relate, no verdo, ndo foi possivel selecionar grupos de
irmédos completos, ja que em todos havia individuos repetidos. Isto acontece, pois este
programa faz comparagdes par a par entre todos os individuos e calcula a partir do
coeficiente de r e k a probabilidade desses individuos pertencerem a uma determinada
categoria de relacionamento. Com isto, em muitos casos ocorrem inconsisténcias. Por

exemplo, o programa infere que o individuo A é irmdo completo do individuo B e este,
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por sua vez é irm&do completo do individuo C mas C e A ndo séo relacionados. Este tipo
de problema ndo ocorre no programa Colony que infere a genealogia completa que
melhor explica os dados. No inverno, para o programa ML-Relate, puderam ser
distinguidos 6 grupos de irm&dos completos, todos espalhados em mais de uma
armadilha. Desses grupos de irmdos completos a maioria das larvas estava bem
distribuida pelas armadilhas e em apenas um grupo uma armadilha continha muito mais
larvas (13 individuos) do que as outras indicando sitio “predileto” (Figura 4.5). A menor
distancia entre as armadilhas que possuem irmdos completos é de 107 m e a maior de

900 m.

Figura 4.5. Grupos de irmédos completos distribuidos (indicados pelas diferentes cores)

nas diferentes armadilhas coletadas no inverno em Paqueta e analisados no programa

ML-Relate. Os nimeros coloridos indicam quantos individuos de cada grupo estdo na
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armadilha e as cores de cada circulo indicam a armadilha analisada sendo: preto
(armadilha 4); roxo (armadilha 5); azul (armadilha 12), rosa (armadilha 13), vermelho

(armadilha 28) e laranja (armadilha 45).

Ja para o programa Colony, no verdo foram encontrados 15 grupos de irmaos
completos e 4 desses estavam espalhados em mais de uma armadilha (Figura 4.6). Trés
desses grupos de irmdos completos possuem apenas uma ou duas larvas em cada
armadilha e em apenas um a maioria das larvas (33 individuos) foi encontrada em uma
das armadilhas (Figura 4.6). E possivel que, para os trés grupos onde apenas poucos
individuos foram encontrados ndo tenhamos encontrado o sitio “predileto” por acaso.
Mas é possivel também que as fémeas de Ae. aegypti em Paqueta ndo possuam sempre
este comportamento. Dos 11 grupos de irmdos completos restantes, dois individuos
(V1501 e V1503) foram encontrados na armadilha 15, 11 individuos (V1903, V1905,
V1906, V19013, V19016, V19018, V19022, V19023, V19024, V1925 e V1928) na
armadilha 19, quatro individuos (V2202, V2203, V22012 e V2206) na armadilha 22,
seis individuos (V2701, V2705, V2706, V2709, V27010, V27013) na armadilha 27 e
sete individuos (V3103, V31012, V31017, V31022 V31024, V31025 e V31026) na
armadilha 31. No inverno também foram encontrados 15 grupos de irméos completos
mas todos dentro das diferentes armadilhas. Dezessete individuos (1401, 1403, 1404,
1407, 1408, 1409, 14010, 14011, 14012, 14013, 14015, 14016, 14017, 14018, 14019, 14021,
e 14024) foram encontrados na armadilha 4, quatro individuos (11203, 11204, 11205 e
11206) na armadilha 12, dois individuos (11302 e 11305) na armadilha 13, 16 individuos
(12801, 12803, 12806, 128010, 128011, 128012, 128014, 128015, 128016, 128017,
128018, 128023, 128026, 128027, 128028 e 128029) na armadilha 28 e 23 individuos
(14501, 14503, 14504, 14505, 14506, 14508, 14509, 145010, 145011, 145012, 145013,

145014, 145015, 145016, 145018, 145019, 145020, 145021, 145022, 145023, 145024,
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145025 e 145026) na armadilha 45. A menor distancia entre armadilhas que
compartilhassem irmdos completos no verdo foi de 140 m e a maior de 700 m. Nas
andlises do programa Colony ndo foi observada a presenca de irmdos completos entre
diferentes armadilhas no inverno, o que pode indicar a baixa dispersdo da fémea neste

periodo.

500

Figura 4.6. Grupos de irmédos completos distribuidos (indicados pelas diferentes cores)
nas diferentes armadilhas coletadas no verdo em Paqueté e analisados no programa
Colony. Os numeros coloridos indicam quantos individuos de cada grupo estdo na
armadilha e as cores de cada circulo indicam a armadilha analisada sendo: azul
(armadilha 19), preto (armadilha 20), branco (armadilha 21), vermelho (armadilha 22),
rosa (armadilha 31), laranja (armadilha 32), amarelo (armadilha 37), roxo (armadilha
50).
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5 DiscussAo

5.1 Avaliacdo dos loci microssatélites usados

As taxas de classificacdo correta em uma andlise de parentesco sd8o muito
influenciadas pelo ndmero de loci, a diversidade genética encontrada e a confiabilidade
dos marcadores usados (Wang 2004, Harrison et al. 2013b, Kopps et al. 2015).
Marcadores confidveis sdo aqueles onde erros de genotipagem sdo pequenos e 0s loci
analisados encontram-se em equilibrio. Erros de genotipagem em marcadores
microssatélites sdo baixos (Hoffmam & Amos 2005) e os loci avaliados neste trabalho
sdo bem conhecidos. Estes mesmos loci foram usados em diversos estudos de genética
de populactes de Ae. aegypti distribuidas mundialmente (Brown et al. 2011, Gloria-
Soria et al. 2016), incluindo o Brasil (Monteiro et al. 2014). Nossos resultados de
numero de alelos e suas frequéncias sdo parecidos com resultados anteriores que
utilizaram esses mesmos loci em populagdes desta espécie em outro bairro da cidade
do Rio de Janeiro (Monteiro et al. 2014). Além disso, os programas de inferéncia de
parentesco usados levam em conta este tipo de erro e a possibilidade de erros

mutacionais (Kalinowski et al. 2006, Jones & Wang 2010).

Neste estudo, a avaliagdo dos marcadores na populacdo de Paqueta indicou que
apenas trés (A9, B3, AC5) dos 12 loci analisados estava em desequilibrio de Hardy-
Weinberg e nenhum par em desequilibrio de ligacdo. O desequilibrio de Hardy-
Weinberg pode acontecer devido a diversas causas como endocruzamento, selecéo,
mutacdo e presenca de alelos nulos. Realmente, alelos nulos sdo comuns em marcadores
microssatélites em insetos (Huang et al. 2008, Kobayashi et al. 2011, Babin et al. 2012,
Monteiro et al. 2014, Gloria-Soria et al. 2016) e em nossa populacdo os loci em
desequilibrio de Hardy-Weinberg encontrados possuiam um déficit de heterozigotos,
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comum quando alelos nulos estdo presentes. O programa ML-Relate indicou a presenca
de alelos nulos para estes mesmos trés loci e mais um quarto (AC1). A presenca de
alelos nulos nas amostras pode ser uma importante fonte de erro em analises de
parentesco, mas possui maior influéncia em andlises de exclusdo parental (Wagner et
al. 2006) e nem tanto em analises de verossimilhanca de outras categorias. Isto porque
pais e filhos necessariamente possuem um alelo IBD em cada locus (se ndo houver
mutacdes), mas irmaos completos tem, em media, metade de seus alelos IBD, mas em

um locus especifico podem ter 0, 1 ou 2 alelos IBD.

Tanto o programa ML-Relate, quanto o Colony podem levar em consideracao a
presenca de alelos nulos (Kalinowski et al. 2006, Jones & Wang 2010). No entanto, em
nossas analises, ndo testamos este tipo de erro jA que, mesmo com este Viés nos
marcadores, as taxas de classificagdo correta para os dois programas foram altas nos
dados simulados (Figura 4.3). Este resultado indica que a inferéncia da categoria de
irmaos completos, importante para que saibamos o0 comportamento de oviposi¢do das
fémeas, é confiavel a partir do uso desses marcadores. A presenca de alelos nulos ndo
afetard a taxa de classificacdo correta mas poderd aumentar o erro do tipo Il,
aumentando o numero de irmaos completos classificados errados e diminuindo a

acuracia.

Neste trabalho foram usados 12 loci de microssatélites que continham de dois a
13 alelos por locus. Houve uma média de seis alelos por locus, um pouco mais baixa
do que gostariamos para analises de parentesco. No entanto, Ashley et al. (2009)
mostraram com dados simulados que o numero de alelos por locus aumenta a acuracia
dos programas testados, mas que de seis a 10 seriam suficientes. As médias de

diversidade genética encontradas, heterozigosidade observada e esperada (0,44 e 0,48),

53



foram intermediarias. Blouin et al. (1996), observaram que com apenas 10 loci a
distincdo entre irmaos completos e individuos ndo relacionados ainda é alta, com 90 %
de acuracia. No entanto, os loci avaliados pelos autores possuiam um nivel de
heterozigosidade mais alto (He=0,75) do que o encontrado neste estudo. Kopps et al.
(2015) investigaram o numero minimo de marcadores necessarios para se diferenciar
as categorias de relacionamento e viram que este variava de acordo com caracteristicas
da histéria natural da espécie (como tipo de reproducédo e sobreposicdo de geracdes).
Estes autores consideraram que dez loci sdo suficientes para categorizar irm&aos
completos corretamente na auséncia de poligamia, no entanto, a taxa de falsos positivos

é extremamente alta.

O comportamento poliandrico da espécie Ae. aegypti (Helinski et al. 2012,
Richardson et al. 2015), torna a analise de parentesco mais dificil, ao aumentar a
quantidade de meio irmdos e dificultar as atribuicdes de irméos completos (Wang &
Santure 2009, Dexter & Brown 2013, Kopps et al. 2015). No entanto, nossas analises
de simulagdes indicam que o programa Colony, apesar de ter uma melhor performance
quando ndo existem meio irmdos nas amostras, também e confidvel para a determinagéo
de irmaos completos mesmo quando o nimero de meio irmaos € alto. O erro do tipo |
(falsos positivos) encontrado para este programa € sempre baixo e suas taxas de

classificacéo correta altas (Figuras 4.2 e 4.3).

5.2 Dados simulados e comparacao entre 0s programas

O uso de simulacdo de dados com caracteristicas similares aos reais foi
importante para identificarmos os tipos de erros que poderiam ser encontrados e quais
pontos poderiamos confiar nos programas usados. Para a criacdo dos dados simulados

além das caracteristicas do marcador, como numero de loci e frequéncias dos alelos
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também indicamos caracteristicas da espécie como o comportamento poligdmico de
ambos os sexos. Isto faz com que os dados simulados gerados contenham o mesmo grau
de dificuldade encontrado na andlise dos dados reais da populagdo de Paquetd.
Realmente diversos trabalhos recentes com inferéncia de parentesco em populac6es
naturais vem ressaltando a necessidade de avaliagdo dos programas para o tipo de
marcador usado e caracteristicas da espécie sendo avaliada (Kopps et al. 2015, Taylor
et al. 2015). Tem-se observado que as analises rebuscadas de inferéncia de parentesco
sdo uma importante fonte de informacdo sobre a genealogia de espécies cujos
relacionamentos ndo seriam passiveis de identificacdo sem dados genéticos. No
entanto, é sempre necessario identificar os pontos fortes e fracos dos dados sendo
avaliados e qual metodologia e programa de inferéncia de parentesco melhor se adequa

a eles.

Neste trabalho estamos interessados em identificar o comportamento de
oviposicdo da fémea do mosquito Ae. aegypti. Como esta espécie possui
comportamento poliandrico precisamos identificar os individuos que sdo irmaos
completos dentro das amostras. Isto porque meio irmaos podem possuir a mesma mae
mas pais diferentes. Por isso, nossas avaliacdes de erro e acuracia dos programas
avaliados foram baseadas nesta categoria de relacionamento. Kopps et al. (2015)
mostraram que quando a espécie é poligdmica, a categoria de relacionamento de irmaos
completos fica muito pequena e mesmo com um ndmero grande de marcadores o
aumento de falsos positivos torna a analise pouco confiavel. Em nossas analises com
diferentes propor¢des de meio irmaos nos dados observamos que apesar dos dois
programas avaliados terem maior dificuldade de identificagdo de irmdos completos
quando o nimero de diades destes € muito menor que de meio irmaos a taxa de falsos

positivos aumenta apenas para o programa ML-Relate (Figura 4.2).
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Para este programa, quando o numero de diades de meio irmaos fica maior que
a de irmdos completos (cenarios com mais de 30 % de meio irm&os) o numero de falsos
positivos (erro tipo 1) fica maior que o de falsos negativos (erro tipo I1). O aumento de
falsos positivos € um dos maiores problemas em nossa analise do comportamento de
oviposicdo das fémeas. Isto porque precisamos ter certeza da classificagdo dos irmaos
completos sendo avaliados indicando que este ndo é um bom programa para a
identificacdo de irm&os completos quando existe poligamia. O programa Colony nédo
sofre este tipo de problema. As taxas de falsos positivos e de classificagcdes corretas
(Figuras 4.2 e 4.3) mostram que podemos confiar na identificacdo de irméos completos
feita por este programa. No entanto, com o aumento do nimero de diades de meio
irmdos na amostra, 0 nimero de irmaos completos classificados erradamente pelo
programa aumenta consideravelmente (Figura 4.3), indicando que muitos irmaos
completos ndo séo identificados pelo programa. Este resultado nos mostra que a
identificacdo do numero real de ovos depositados por uma mesma fémea em
determinado criadouro ndo é confiavel. Para os dados reais serd possivel comprovar o
comportamento de oviposicdo em saltos se observarmos irmdos completos entre
armadilhas diferentes, e apesar dos falsos positivos encontrados, observamos gque uma
das armadilhas (armadilha 37) possuia 33 individuos o que traz a possibilidade da
existéncia no local de oviposicdo em reservatorio predileto. Porém, a falta de
identificacdo de irmdos completos entre outras armadilhas ndo comprova que esta
categoria de relacionamento ndo esteja presente nos dados. Além disso, a determinacéo
da presenca e utilizacdo de um criadouro “predileto” pelas fémeas também fica

comprometida.

Apesar da classificacdo errada de irmédos completos aumentar quando o nimero

de diades de meio irmaos € maior nas amostras nos dois programas, o0 destino desses
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irmdos completos varia entre eles. Olhando apenas estes trés ultimos cenarios dos dados
simulados, o programa ML-Relate classificou 26, 28 e 37 % dos irmé&os completos
como pertencentes a categoria pais e filhos e 16, 20 e 21 % como meio irmdos. O
programa Colony ndo possui a categoria pais e filhos mas classificou 14 e 19 % de
irmdos completos como meio irmaos. Essas porcentagens sdo similares as encontradas
por Blouin et al. (1996) onde 17 % de irmaos completos foram classificados como meio
irmdos em dados simulados, sem poligamia. Como dito anteriormente, 0 aumento do
erro entre parentes proximos pode ocorrer devido a uma proximidade na superficie do
grafico do coeficiente k (Figura 1.7) (Kalinowski et al. 2006). Por exemplo, para a
diferenciacéo entre irmdos completos e meio irméos, cerca de 40 loci s&o necessarios
para se chegar a um nivel de 90 % de acurécia (Blouin et al. 1996). Além disso, as
categorias irmdos completos e pais e filhos possuem o mesmo grau de r (0,5) mas
diferencas no coeficiente k (Tabela 3.2) o que pode explicar a confuséo entre estas duas

categorias (Blouin 2003).

Realmente em Blouin et al. (1996) apenas 2 a 3 % de irmdos completos foram
classificados como néo relacionados, categorias com graus diferentes de r e bem
distantes no gréfico de k. Mas neste trabalho os dados ndo foram criados simulando
poligamia. Em nossos resultados a classificacdo errada de irmdos completos como
individuos ndo relacionados é mais alta (8 % no ML-Relate e 17 % para o Colony)
mesmo para 0 cenario sem poligamia. O que pode ser explicado pela menor
variabilidade do marcador usado; He=0,48 em comparagcdo com He=0,75 em Blouin et
al. (1996). Para os trés cenarios com alto numero de diades de meio irmé&os estes
numeros sdo ainda mais altos. O programa ML-Relate classifica 6, 14 e 10 % de irmaos
completos como néo relacionados e o programa Colony 22, 43 e 52 %. Estes resultados

indicam que os irmdos completos classificados erradamente pelo programa Colony
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acabam entrando nesta categoria, ja que a categoria de pais e filhos ndo existe. Podemos
observar neste programa como a presenca de poligamia atrapalha a classificacéo correta
de irm&os completos. Sem poligamia o programa classifica 82 % das diades de irmaos
completos corretamente, mas com apenas 5 % de meio irmdos nos dados este nimero

cai para 62 % (Figura 4.3).

Apesar dos erros de classificacdo encontrados, o programa Colony mostrou
categorizar corretamente de 97 a 100 % dos irmaos completos e com um numero
extremamente baixo de falsos positivos (Figura 4.2 e Figura 4.3). Uma porcentagem
similar foi observada por Ackerman et al. (2016), que mostrou uma categorizacao
correta de 95 % para esta categoria. No programa ML-Relate as classificagdes corretas
foram bem menores (24 a 73 %) e, como dito anteriormente, para 0s cenarios com um
nimero maior de diades de meio irmdos o nimero de falsos positivos é maior que o de
falsos negativos, um problema para as nossas analises. Em todos 0s cenarios o programa
Colony apresentou uma proporcao de falsos positivos mais baixa que o ML-Relate.
Hauser et al. (2011), ao comparar esses dois programas, também mostrou que o Colony
teve uma proporcdo de irmdos completos classificados corretamente mais alta que o
ML-Relate (77 contra 39 %). O programa também se mostrou eficiente em outros
cenarios, com diferentes nimeros de loci, prole por casal e tamanho da amostra (Sheikh

et al. 2008).

Além disso, o programa Colony leva em consideracdo diversos parametros sobre
a espécie estudada (como o tipo de acasalamento). O ML-Relate é um programa simples
e rapido. E bastante utilizado (Mino et al. 2011, Aglieri et al. 2014), porém a inferéncia
de parentesco é feita de forma independente para cada par de individuos podendo

resultar em grande volume de combinagOes (Ackerman et al. 2016).
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O programa Colony usa mais informacgo6es sobre os dados (Walling et al. 2010)
considerando um conjunto maior de relacionamentos ao determinar a relagéo entre uma
diade, pois verifica toda a genealogia dos dados (Waples & Waples 2011). O que pode
resultar num maior poder de inferéncia em circunstancias variadas, como as analisadas
aqui (alto grau de poligamia), do que programas que realizam a verossimilhanca par a
par (Jones et al. 2010, Walling et al. 2010). O programa Colony é frequentemente
utilizado em diversos trabalhos e se mostrou eficiente tanto para dados empiricos

quanto simulados (Ashley et al. 2009, Mino et al. 2011, Harrison et al. 2013b).

5.3 Comportamento de oviposicdo do mosquito Aedes aegypti

Os dois programas, ML-Relate e Colony, mostraram resultados diferentes nas
analises dos dados empiricos de irmdos completos entre diferentes armadilhas.
Enquanto o primeiro programa identificou a existéncia de irmdos completos dentro e
entre as armadilhas nas duas estacdes; o Colony s6 encontrou esta categoria entre
diferentes armadilhas no verdo. Mas, os resultados das simulacdes onde o programa
Colony mostrou uma taxa de classificacdo correta maior e falsos positivos menor que
0 ML-Relate, preferimos levar em consideracdo este programa para a avaliacdo dos
dados empiricos. Essa proporcdo de falsos positivos mais baixa encontrada no
programa, nos diz que um numero menor de individuos de outras categorias é
classificado errado como irmédos completos, categoria importante da determinacdo do
comportamento, 0 que somado as altas taxas de classificacdo correta da categoria nos

da uma maior confianca na classificacdo e determinacdo do comportamento.

Durante as duas estacfes do ano analisadas, verao e inverno, observou-se que
os valores de temperatura foram muito altos e sem grandes variagdes. No entanto,

apesar da pluviosidade acumulada ter sido abaixo do esperado nas duas estagdes, esta
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foi um pouco maior no verdo. Foi somente nessa estacdo de maior pluviosidade que o
programa Colony identificou quatro grupos familiares entre as armadilhas. Este
resultado comprova o comportamento de oviposicdo em saltos das fémeas de Ae.
aegypti neste periodo em Paqueta. A auséncia de irméos completos entre armadilhas no
inverno indica que a fémea tende a migrar e visitar outros criadouros com mais
frequéncia na estacdo chuvosa. Estes resultados sdo contrarios a outros trabalhos
encontrados na literatura que mostraram uma maior dispersdo da fémea nos periodos
de escassez de criadouros, ou seja, estacdo seca (Reiter et al. 1995, Edman et al. 1998).
No entanto, como mostrado neste trabalho e por Kopps et al. (2015), o comportamento
de poligamia e a grande presenca de meio irmdos na amostra € um fator que pode
atrapalhar a categorizacdo de irmdos completos. Como vimos, apesar das baixas taxas
de falsos positivos, quanto maior a proporcdo de diades de meio irmdos quando
comparadas com a de irmaos completos nos dados maior é a taxa de classificacao errada
de irmdos completos (Figura 4.3). Esta taxa mostra que o nimero de individuos desta
categoria é subestimado em situacéo de poligamia. Se este for o caso, a subestimativa
de diades de irmaos completos no inverno pode ser a causa da falta desta categoria entre
armadilhas. Isto porque muitos irmdos completos séo categorizados incorretamente

pelo programa, ou seja, sdo colocados em outras categorias de parentesco.

Além disso, esta deve ter sido a razdo para que a existéncia de um sitio
“predileto” com a oviposi¢do em saltos ndo possa ser confirmada, como em outros
estudos (Oliva et al. 2013, Abreu et al. 2015). Em apenas um caso um nimero maior
de larvas do mesmo grupo familiar foi encontrado dentro de uma Unica armadilha
(Figura 4.6). No entanto o fato dos grupos familiares encontrados possuirem poucos

individuos dentro e entre as armadilhas ja indica que as fémeas espalharam seus ovos
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por outras armadilhas ja que a cada ciclo gonotréfico estas podem depositar cerca de

100 a 200 ovos (Chadee et al. 2002).
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6 CONCLUSOES

» O ndmero de loci e suas caracteristicas, com numero de alelos,
heterozigosidade e erros (de genotipagem e mutacionais) foram suficientes
para 0s objetivos das analises de parentesco pretendido. No entanto, um
marcador com heterozigosidade mais alta seria mais informativo.

» Os dados simulados foram importantes para que pudéssemos observar como
a existéncia de poligamia e diversidade genética da espécie sendo avaliada
afetam as estimativas de parentesco.

» Entre os programas de parentesco avaliados com os dados simulados, 0
programa Colony se mostrou mais robusto, com maior acuracia, menores
taxas de erro (especialmente do tipo 1) e altas taxas de classificacédo corretas.

» Apesar do programa Colony de ter uma performance satisfatéria para a
determinacdo dos grupos de irmdos completos nos dados simulados, foi
possivel observar que a grande presenca de meio irmaos nas amostras podem
aumentaras taxas de classificacdo erradas de irmdos completos nos dois
programas testados,

> As fémeas do mosquito Ae. aegypti na populacdo de Paqueta, no Rio de
Janeiro, possuem comportamento de oviposicdo em saltos. As fémeas
parecem ter dispersado menos no inverno, pois nenhum grupo de irméos
completos foi encontrado entre diferentes armadilhas, apenas dentro da

mesma armadilha.
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g8 ANEXOI

Pardmetros usados para criacdo dos dados simulados. Espécie didica e diploide;

sem consanguinidade (endocruzamento), com sistema de acasalamento poligamico,

matrizes de acasalamento com 12 representantes maternos e 12 paternos. Método de

analise escolhido foi o de méxima verossimilhanca, com uma corrida de tamanho

médio, alta precisdo, uma réplica e distribuicdo da frequéncia alélica conhecida. As

frequéncias alélicas usadas foram obtidas na anélise geral da populacdo de Paqueta com

erro de genotipagem igual a 0,001. As matrizes de acasalamento com 12 representantes

maternos e paternos inseridas no programa Colony para criacdo dos dados simulados

estdo abaixo. As matrizes variam de acordo com a porcentagem de meio irmé&os no total

dos 250 individuos criados ao final.
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9 ANEXOII

Scripts usados para a melhor e mais eficiente avaliagdo dos resultados obtidos.

HAHHHHHHHHHHAR AR MLERR O S. P LARHAHHHHHHHHHHHHHH AR AR
RRH R HHHH AR R AR AR AR AR A

#!/usr/bin/perl
use strict;
use warnings;

#mlerros.pl - para separar e contar cada erro existente nas simulagdes

do programa ml relate.

#usage: ./script.pl list.txt

my $pop_file = SARGVI0];
my @line;

my $pail;

my $pai2;

my $mael;

my $mae2;
#primeira condicéo
my @igual_FS;
my @igual_HS;
my @igual_U;

my @igual_PO,;
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#erros

my @no_sib;
my @errorz;
my @errorhs;
my @erroru;

my @errorl,;

#contadores

my $I_FS_cont = "0";
my $|_HS_cont = "0";
my $errorfs_cont = "0";
my $errorhs_cont = "0";
my $erroru_cont = "0";
my $errorl_cont = "0";
my $error2_cont = "0";
my $half_cont = "0";

my $no_cont = "0";

my $total;

open FILE, '<', $pop_file or die "Error: $!";
while (<FILE>){
next if /*"M*+F*+C/,
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@line = split/\t/;
$line[0] =~ m/M(.+)F(.+)C/;
$pail = $1;
$mael = $2;
#print "pais 1 $pail .... $mael\n”;
$line[1] =~ m/M(.+)F(.+)C/,
$pai2 = $1;
$mae2 = $2;
#print "pais 2 $pai2 .... $mae2\n";
$line[2] =~ mAw+/;
# print "$line[2]";
if ($pail == $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] eq "FS"){

push (@igual_FS, $ );

$I_FS_cont++;

}

else{
push(@error2, $ );
$error2_cont++;

}

}

if ($pail != $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] eq "HS"}
push (@igual HS, $ );
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$I_HS cont++;

}

else{
push(@errorhs, $_);
$errorhs_cont++;

}

}

if ($pail == $pai2) and ($mael != $mae2))
if($line[2] eq "HS"){

push (@igual_HS, $);

$I_HS_cont++;

}

else{
push(@errorhs, $_);
$errorhs_cont++;

}

}

if ($pail != $pai2) and ($mael '= $mae2)){
if($line[2] eq "U"{
push (@no_sib, $ );

$no_cont++;
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if ($pail = $pai2) and ($mael != $mae2)){
if($line[2] eq "FS"){
push (@errorl, $ );
$errorl _cont++;

}

}

if ($pail = $pai2) and ($mael != $mae2)){
if($line[2] eq "HS"{
push (@erroru, $_);

$erroru_cont++;

}

}

if ($pail != $pai2) and ($mael != $mae2)){
if($line[2] eq "PO"){
push (@erroru, $);

$erroru_cont++;

}

close FILE;
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S$total =
$I_FS_cont+$error2_cont+$l_HS_cont+$errorhs_cont+$no_cont+$erroru_con

t+$errorl_cont++;

open LOG, >LOG.txt', or die "Error: $!";

print LOG "full sib: $I_FS_cont\n full sib error 2:$error2_cont\n half sib:
$I_HS_cont\n half sib error: $errorhs_cont\n non relatives: $no_cont\n non
relatives error: $erroru_cont\n non relatives error 1: $errorl_cont\n\n Total:
$total\n\n";

close LOG;

open WRITE, ">full_sib_ML.txt', or die "Error: $!";
print WRITE "###HHH#HHHH# full sib ML- RELAT EfH#H#HHHHHEH##HAN",
print WRITE "full sib:$l_FS_cont\n";

print WRITE "full sib error:$error2_cont\n";

foreach (@igual_FS){

print WRITE "$_";

}

close WRITE;

open WRITEL, ">full_sib_error2_ML.txt', or die "Error: $!";

print WRITEL “#############  full sib error ML- RELATE
HHHHHHHHHHHHN",

print WRITE1 "full sib:$l_FS_cont\n";
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print WRITE1 "full sib error:$error2_cont\n";

foreach (@error2){

print WRITEL"$ ";

}

close WRITEZ,;

open WRITEZ2, >half_sib.txt', or die "Error: $!"*;

print  WRITE2  “##############  half sib  ML- RELATE
HHHHHHHHHHHHHH N,

print WRITEZ2 "half sib:$I_HS_cont\n";

print WRITEZ2 "half sib error:$errorhs_cont\n";

foreach (@igual_HS){

print WRITE2 "$_";

}

close WRITE2;

open WRITE3, ">half_sib_error.txt', or die "Error: $!";

print WRITE3 "SRR half sib error ML-
RELAT E###H#HHHHHHHHAN",

print WRITE3 "half sib:$I_HS_cont\n";

print WRITE3 "half sib error:$errorhs_cont\n";
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foreach (@errorhs){

print WRITE3 "$_";

}

close WRITES;

open WRITE4, '>no_relatives.txt', or die "Error: $!";

print WRITE4 “HHHHHHHHH non relatives ML-
RELATE####HHHHHHHHN",

print WRITE4 "non relatives :$no_cont\n";

print WRITE4 "non relatives error:$erroru_cont\n";

foreach (@no_sib){

print WRITE4 "$_";

}

close WRITE4;
open WRITES, ">no_relatives_error.txt', or die "Error: $!";

print WRITES “HHHHHHHHH non relatives ML-
RELATE####HHHHH#HHHN",

print WRITES "non relatives :$no_cont\n";
print WRITES "non relatives error:$erroru_cont\n";
foreach (@erroru){

print WRITE5 "$_";
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close WRITES5;
open WRITES6, ">no_relatives_errorl.txt', or die "Error: $!";

print WRITEG "#######H###### non relatives ML- RELATE erro
1H##HHHHHHHHHHH\N",

print WRITEG "non relatives :$no_cont\n";

print WRITEG6 "non relatives error 1:$errorl_cont\n®;
foreach (@errorl){

print WRITE6G "$_";

}

close WRITES;

exit;

HAHHHHHHHHHHAR AR AR HHHE RRORF S| PLAHHHHHHHAHHHHHHHHHEHHHHHH
W TR R R

#!/usr/bin/perl
use strict;
use warnings;

#mlerros.pl - para separar e contar cada entrada fs classificada em outra
categoria nas simulacoes do programa ml relate, com o argumento

fullsib_error.txt

#usage: ./script.pl list.txt

my $pop_file = SARGVI0];
my @line;
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my $pail;

my $pai2;

my $mael,;

my $mae2;

#primeira condicao
my @igual_FS;

my @igual_HS;

my @igual_U;

my @igual_PO;
#erros

my @error2;

my @erroru;

my @errorl;

my @error3;

my @error;
#contadores

my $I_FS_cont = "0";
my $I_HS_cont = "0";
my $errorfs_cont = "0";
my $errorhs_cont = "0";
my $erroru_cont = "0";
my $errorl_cont = "0";
my $error2_cont = "0";

my $half _cont ="0";
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my $no_cont ="0";
my $error3_cont = "0";
my $total;

my $error_cont = "0";

open FILE, '<', $pop_file or die "Error: $!";
while (<FILE>){
next if /"M*+F*+C/,
@line = split/\t/;
$line[0] =~ m/M(.+)F(.+)C/;
$pail = $1;
$mael = $2;
#print "pais 1 $pail .... $mael\n”;
$line[1] =~ m/M(.+)F(.+)C/;
$pai2 = $1;
$mae2 = $2;
#print "pais 2 $pai2 .... $mae2\n";
$line[2] =~ mAw+/;
# print "$line[2]";
if ($pail == $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] eq "FS")
push (@igual _FS, $);

$I_FS cont++;
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}

if ($pail == $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] eq "HS"{
push (@errorl, $);
$errorl_cont++;

}

}

if ($pail == $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] eq "U"){
push (@error2, $ );
$error2_cont++;

}

}

if ($pail == $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] eq "PO"){
push (@error3, $ );

$error3_cont++;

}

#else{

# push(@error, $ );

# $error_cont++;
# }
}
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}

close FILE;

$total = $I_FS_cont+$errorl_cont+$error2_cont+$error3_cont;

open WRITE, ">errorlFS_ML.txt', or die "Error: $!";

print WRITE "#######H#H##### full sib error ML- RELATE RESULTADO
HS ###H###H#HHHHHHH#\N",

print WRITE "TOTAL:$total\n";

print WRITE "full sib error:$errorl_cont\n";

foreach (@errorl){

print WRITE"$ *";

}

close WRITE;

open WRITEL, ">erro2FS_ML.txt', or die "Error: $!";

print WRITE1 "##### full sib error ML- RELATE RESULTADO U
HEHH#N"

print WRITE1 " error:$error2_cont\n";

foreach (@error2){

print WRITE1 "$_";
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close WRITE1;

open WRITEZ2, ">erro3FS_ML.txt', or die "Error: $!";

print WRITE2 “############# Full sib error ML- RELATE
RESULTADO PO####H#H#HHHH##N",

print WRITEZ2 " error:$error3_cont\n";

foreach (@error3){

print WRITE2 "$_";

}

close WRITE2;

#open WRITES, ">verificar.txt', or die "Error: $!";

#print  WRITE3 “HHHHHHTH T Full sib error ML-
RELATE#H#H#H#H#HHHHHHHHEN",

#print WRITES3 " error:$error_cont\n";

#foreach (@error){
# print WRITE3 "$_";

#}

t#close WRITES;
97



exit;

HHHHHHHHHHHHHHHH A E RR O SHS. P LAHHHHHHHHHHHHHHHHH A
RRB AR A R AR AR R R AR AR

#!/usr/bin/perl
use strict;
use warnings;

#erroshs.pl - para separar e contar cada entrada hs classificados em
outra categoria nas simulacoes do programa ml relate, com o argumento

halfsib_erro.txt

#usage: ./script.pl list.txt

my $pop_file = SARGVI0];
my @line;

my $pail;

my $pai2;

my $mael;

my $mae2;
#primeira condicao
my @igual_FS;

my @igual_HS;
my @igual_U;

my @igual_PO;
#erros
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my @error2;

my @erroru;

my @errorl,;

my @error3;

my @error,
#contadores

my $|_FS_cont = "0";
my $|_HS_cont = "0";
my $errorfs_cont = "0";
my $errorhs_cont = "0";
my $erroru_cont = "0";
my $errorl_cont = "0";
my $error2_cont = "0";
my $half_cont = "0";
my $no_cont = "0";

my $error3_cont = "0";
my $total;

open FILE, '<', $pop_file or die "Error: $!";
while (<FILE>){

next if /"M*+F*+C/;

@line = split/\t/;

$line[0] =~ m/M(.+)F(.+)C/;
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$pail = $1;
$mael = $2;
#print "pais 1 $pail .... $mael\n”;
$line[1] =~ m/M(.+)F(.+)C/;
$pai2 = $1;
$mae2 = $2;
#print "pais 2 $pai2 .... $mae2\n";
$line[2] =~ mA\w+/;
# print "$line[2]";
if ($pail == $pai2) and ($mael = $mae2)){
if($line[2] eq "HS"{
push (@igual_HS, $ );
$I_HS_cont++;
}
}
if ($pail == $pai2) and ($mael != $mae2)){
if($line[2] eq "FS"){
push (@errorl, $ );
$errorl_cont++;
}
}
if ($pail == $pai2) and ($mael !'= $mae2)}
if($line[2] eq "U"){
push (@error2, $_);
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$error2_cont++;

}

}

if ($pail == $pai2) and ($mael != $mae2)){
if($line[2] eq "PO"){
push (@error3, $ )

$error3_cont++;

}

}

if ($pail != $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] eq "HS"){
push (@igual_HS, $ );
$I_HS_cont++;

}

}

if ($pail != $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] eq "FS"){
push (@errorl, $ );
$errorl_cont++;

}

}

if ($pail != $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] eq "U"}{
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push (@error2, $ );
$error2_cont++;
}
}
if ($pail = $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] eq "PO"){
push (@error3, $);

$error3_cont++;

}
}
}
close FILE;

$total = $I_FS_cont+$errorl_cont+$error2_cont+$error3_cont;

open WRITE, ">errorlHS_ML.txt', or die "Error: $!";

print WRITE "##########H###{ull sib error ML- RELATE RESULTADO
FS ##HHHHHHHHH\N",

print WRITE "TOTAL:$total\n";

print WRITE " error:$errorl_cont\n";

foreach (@errorl){
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print WRITE"$ ";

}

close WRITE;

open WRITEL, ">erro2HS_ML.txt', or die "Error: $!";

print WRITEL "############# error ML- RELATE RESULTADO U
HHHHHHHHHHHHHH\N",

print WRITE1 " error:$error2_cont\n";

foreach (@error2){

print WRITE1 "$_";

}

close WRITEZ;

open WRITEZ2, >erro3HS_ML.txt', or die "Error: $!";
print WRITEZ2 "#######error ML- RELATE RESULTADO PO####\n",

print WRITEZ2 " error:$error3_cont\n";

foreach (@error3){

print WRITE2 "$_";

}
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close WRITEZ2;

open WRITES3, ">verificar.txt', or die "Error: $!";

print  WRITE3 B Full sib error ML-
RELATE##HHH#HH#H#HHHH#N",

print WRITE3 " error:$l_HS_cont\n";

foreach (@igual_HS){

print WRITE3 "$_";

}

close WRITES;

exit;

HAHHHHHHHHHHHH AR HHHHE RR O SU . P LHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHH A
RHHHHAHHH AR H R R R R R AR R R R R AR R

#!/usr/bin/perl
use strict;
use warnings;

#errou.pl - para separar e contar cada erro da categoria nao relacionado
existente nas simulacoes do programa ml relate com argumento

no_relatives_error.txt

#usage: ./script.pl list.txt

my $pop_file = SARGV[0];
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my @line;

my $pail,;

my $pai2;

my $mael,;

my $mae2;

#primeira condicao
my @igual_FS;

my @igual_HS;

my @igual_U;

my @igual_PO;
#erros

my @error2;

my @erroru;

my @errorl,;

my @error3;

my @error,
#contadores

my $I_FS_cont = "0";
my $I_HS_cont = "0";
my $errorfs_cont = "0";
my $errorhs_cont = "0";
my $erroru_cont = "0";
my $errorl_cont = "0";

my $error2_cont = "0";
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my $half_cont = "0";

my $no_cont ="0";

my $error3_cont = "0";

my $total;

my $error_cont = "0";

my $I_U_cont ="0";

open FILE, '<', $pop _file or die "Error: $!";

while (<FILE>){

next if /"M*+F*+C/;

@line = split/\t/;

$line[0] =~ m/M(.+)F(.+)C/;

$pail = $1;

$mael = $2;

#print "pais 1 $pail .... $mael\n”;

$line[1] =~ m/M(.+)F(.+)C/;

$pai2 = $1;

$mae?2 = $2;

#print "pais 2 $pai2 .... $mae2\n";

$line[2] =~ m/\w+/;

# print "$line[2]";

if ($pail != $pai2) and ($mael '= $mae2))

if($line[2] eq "U"){
push (@igual_U, $);
$I_U_cont++;
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}

}

if (($pail != $pai2) and ($mael != $mae2)){
if($line[2] eq "HS")X
push (@errorl, $ );

$errorl_cont++;

}
else{
push(@error2, $_);
$error2_cont++;
}
}
}
close FILE;

$total = $I_FS_cont+$errorl_cont+$error2_cont+$error3_cont;

open WRITE, ">errorlU_ML.txt', or die "Error: $!";

print WRITE “#####H###H##### error ML- RELATE RESULTADO
H SH##H##H#HHHHHHH\N",

print WRITE "TOTAL:$total\n";

print WRITE "unrelated errorl:$errorl_cont\n";
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foreach (@errori,){

print WRITE"$ ";

}

close WRITE;

open WRITEL, ">erro2U_ML.txt', or die "Error: $!";

print WRITEL "############ error ML- RELATE RESULTADO PO
HHHHHHHHHH\N",

print WRITEL " unrelated error2:$error2_cont\n";

foreach (@error2){

print WRITE1 "$_";

}

close WRITE1L;

open WRITEZ2, ">erro3U_ML.txt', or die "Error: $!";

print WRITE2 "############# error ML- RELATE RESULTADO U
VERIFICAR ###H#H#H#H#HH##HH#\N",

print WRITEZ2 "unrelated error3:$l_U_cont\n";

foreach (@igual_U){

print WRITE2 "$_";
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close WRITEZ2;

exit;

HittHH A HI ST O G RAMA . pI##HHHHHHHHIHHHHHHHHH
W R T R TR
it

#!/usr/bin/perl

use strict;

use warnings;
#mlhistograma.pl - para separar todos os irmaos completos do ml
#usage: ./script.pl list.txt
my $pop_file = SARGV|0];
my @line;

my $pail;

my $pai2;

my $mael;

my $mae2;

#primeira condicao

my @igual_FS;

my @igual_HS;

my @igual_U;
109



my @igual_PO;
#erros

my @no_sib;
my @error2;
my @errorhs;
my @erroru;

my @errorl,;

#contadores

my $I_FS_cont ="0";
my $I_HS_cont = "0";
my $errorfs_cont = "0";
my $errorhs_cont = "0";
my $erroru_cont = "0";
my $errorl_cont ="0";
my $error2_cont = "0";
my $half_cont = "0";

my $no_cont = "0";

my $total;

open FILE, '<', $pop_file or die "Error: $!";

while (<FILE>){
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#next if *"M*+F*+C/;
@line = split/\t/;
$line[0] =~ m/M(.+)F(.+)C/;
$pail = $1;
$mael = $2;
#print "pais 1 $pail .... $mael\n”;
$line[1] =~ m/M(.+)F(.+)C/,
$pai2 = $1;
$mae2 = $2;
#print "pais 2 $pai2 .... $mae2\n";
$line[2] =~ mN\d+/;
# print "$line[2]";
if ($pail == $pai2) and ($mael == $mae2)}{
if($line[2] >= 0){

push (@igual _FS, $ );

$I_FS_cont++;
}
else{
push(@error2, $_);
$error2_cont++;
}
}
}
close FILE;
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$total = $I_FS_cont+$error2_cont;

open LOG, >LOG.txt', or die "Error: $!*;

print LOG "full sib: $I_FS_cont\n full sib error 2:$error2_cont\n Total:
$total\n\n";

close LOG;

open WRITE, ">full_sib_todos_ML.txt', or die "Error: $!";

print ~ WRITE "HHHHHHHRAAAAE . TODOS full sib ML-
RELATE#####HH##HHH\N";

print WRITE "full sib:$l_FS_cont\n";

print WRITE "full sib error:$error2_cont\n";

foreach (@igual_FS){

print WRITE "$_";

}

close WRITE;

exit;

HHHHHHH AR C OLONY #HHHHH A HHHHHHHHHHHHHHH A
W T R T T T R T T R R

#!/usr/bin/perl

use strict;

112



use warnings;

#para separar no arquivo fullsibdyad e halfsib dyad os pares que foram

considerados fs(maiores que 0.35) sem ser
#argumento: fullsibdyad.txt ou halfsibdyad.txt

#usage: ./script.pl list.txt

my $pop_file = SARGV[0];
my @line;

my $pail;

my $pai2;

my $mael;
my $mae2;
my @full_sib;
my @half_sib;
my @no_sib;
my @errorl;
my @errorz;

my @error3;

#contadores

my $full_cont ="0";
my $half_cont = "0";
my $no_cont ="0";

my $errorl_cont = "0";

113



my $error2_cont = "0";

my $error3_cont = "0";

my $total;
open FILE, '<', $pop_file or die "Error: $!";
while (<FILE>){
next if /*"M*+F*+C/;
@line = split/,/;
$line[0] =~ m/M(.+)F(.+)C/;
$pail = $1;
$mael = $2;
#print "pais 1 $pail .... $mael\n”;
$line[1] =~ m/M(.+)F(.+)C/;
$pai2 = $1;
$mae2 = $2;
#print "pais 2 $pai2 .... $mae2\n";
$line[2] =~ m/\d+/;
# print "$line[2]";
if ($pail == $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] >= 0.35){
push (@full_sib, $ );
$full_cont++;

}

else{
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push(@errorl, $ );
$errorl _cont++;
}
}
if ($pail != $pai2) and ($mael == $mae2)){
if($line[2] >= 0.35){
push (@half_sib, $_);

$half_cont++;

}

else{
push(@error2, $ );
$error2_cont++;

}

}

if ($pail == $pai2) and ($mael != $mae2)){
if($line[2] >= 0.35){
push (@half_sib, $ );

$half_cont++;

}

else{
push(@error2, $_);
$error2_cont++;

}

}
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if ($pail != $pai2) and ($mael = $mae2)y
if($line[2] >= 0.35){

push (@no_sib, $ );

$no_cont++;
}
else{
push(@error3, $_);
$error3_cont++;
}
}
}
close FILE;

$total=$full_cont+$errorl_cont+$half_cont+$error2_cont+$no_cont+$e

rror3_cont;

open LOG, >LOG_colony.txt', or die "Error: $!";

print LOG "full sib_colony: $full_cont\n full sib error_colony:
$errorl_cont\n half sib_colony: $half cont\n half sib error_colony:
$error2_cont\n non relatives_colony: $no_cont\n non relatives error_colony:

$error3_cont\n\n Total: $total\n\n";

close LOG;

open WRITE, ">full_sib_colony.txt', or die "Error: $!";
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print WRITE "######H#####HH full Sib colony ####HHH#H#######\n ",
print WRITE "full sib_colony:$full_cont\n";

print WRITE "full sib error:$errorl_cont\n";

foreach (@full_sib){

print WRITE "$_";

}

close WRITE;

open WRITEL, ">full_sib_error_colony.txt', or die "Error: $!";
print WRITEL "#########HHEH Tull Sib error colony #####HHEHHHHH#\N";
print WRITE1 "full sib:$full_cont\n";

print WRITE1 "full sib error:$errorl_cont\n";

foreach (@errorl){

print WRITE1"$ ";

}

close WRITE1L;

open WRITEZ2, ">half_sib_colony.txt', or die "Error: $!";
print WRITEZ2 "#####H#H#H#HHH## half sib colony #####H#HHHHE##\N",

print WRITEZ2 "half sib:$half _cont\n";
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print WRITEZ2 "half sib error:$error2_cont\n";

foreach (@half_sib){

print WRITE2 "$_";

}

close WRITEZ?;

open WRITE3, ">half_sib_error_colony.txt', or die "Error: $!";
print WRITE3 "#####HHHHHHH# half sib error colony #####H#HHHHHN",
print WRITE3 "half sib:$half _cont\n";

print WRITE3 "half sib error:$error2_cont\n";

foreach (@error2){

print WRITE3 "$_";

}

close WRITES;

open WRITE4, '>no_relatives_colony.txt', or die "Error: $!";
print WRITE4 "####H#H##H#HH#### non relatives colony ###H#H#H#HHHH#H##AN";
print WRITE4 "non relatives:$no_cont\n";

print WRITE4 "non relatives error:$error3_cont\n";
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foreach (@no_sib){
print WRITE4 "$_";

}

close WRITE4;

open WRITES, ">no_relatives_error_colony.txt', or die "Error: $!";

print WRITES "##########H#H#H# non relatives colony ###HHH##A#H#H#AH##\N",
print WRITES "non relatives:$no_cont\n";

print WRITES "non relatives error:$error3_cont\n";

foreach (@error3){

print WRITE5 "$_";

}

close WRITES5;

exit;
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