MINISTERIO DA SAUDE

FUNDACAO OSWALDO CRUZ

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Mestrado em Programa de Pds-Graduacgdo em Biologia Parasitéria

Diversidade nucleotidica de fragmentos do gene do canal de sédio regulado por

voltagem em populacdes brasileiras de Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894).

Gabriel Joventino do Nascimento

Rio de Janeiro

Julho, 2021.



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundac¢ao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Parasitéria

GABRIEL JOVENTINO DO NASCIMENTO

Diversidade nucleotidica de fragmentos do gene do canal de sédio regulado por

voltagem em populacdes brasileiras de Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894).

Dissertacdo apresentada ao Instituto
Oswaldo Cruz como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de

Mestre em Biologia Parasitaria.

Orientador: Dr. Ademir de Jesus Martins Junior

Rio de Janeiro

Julho, 2021.



Mascimento, Gabriel Joventing,

Diversidade nucleotidica de fragmentos do gene do canal de sddio
regulado por voltagem em populactes brasileiras de Aedes (Stegomyia)
dlibopictus (Skuse, 1894). / Gabriel Joventino Nascimento. - Rio de Janeiro,
2021.

wvii, BT L

Disgertacdo (Mestrado) - [nstitubo Oswaldo Cruz, Pos-Gradouacao em
Biologia Parasitdria, 2021,

Orientador: Ademir de Jesus Marting,
Bibliografia: f. 68-87

1. Filogenética Molecular. 2. Mosquito Tigre Asidtico. 3. Ecologia de
Vetores. 4. Sequenciamento de Nucleotideos em Larga Escala. 5. Gene Nav. [
Titule,

Elaborado polo Sistema de Geragio Avtomdtica do Ficha Catalogrifica da Bibliobecn de MangeinhosficchFiocruz com os
dados fornecidos pelofa) autor{a), sob a resporsahilidade do lgor Faloe Dias de Lima - CHB-TAGS30.




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Programa de P6s-Graduacédo em Biologia Parasitaria

GABRIEL JOVENTINO DO NASCIMENTO

DIVERSIDADE NUCLEOTIDICA DE FRAGMENTOS DO GENE DO CANAL DE
SODIO REGULADO POR VOLTAGEM EM POPULACOES BRASILEIRAS DE
AEDES (STEGOMYIA) ALBOPICTUS (SKUSE, 1894).

ORIENTADOR: Dr. ADEMIR DE JESUS MARTINS



Aprovada em: 1° de Julho de 2021

EXAMINADORES:

Prof. Dr

Prof. Dr

Prof. Dr

Prof. Dr

Prof. Dr

. Rafaela Vieira Bruno - Presidente (IOC/FIOCRUZ)
. Daniel Cardoso Portella Camara (IOC/FIOCRUZ)

. Marcelo Henrique Santos Paiva (UFPE/PE)

. Mariana Rocha David (IOC/FIOCRUZ)

. Oscar Alexandre Aguirre Obando (Universidad del Quindio)

Rio de Janeiro, 1° de Julho de 2021



Ministéro da Saude

Fundagdo Oswaldo Cruz
Insthtuto Oswaldo Cruz

Ata da cefesa de dissertacdo ce mestrado em Biologia Parasifaria de Gabriel Joventino do
Nascimenio, sob orientaczo do Dr. Ademir de Jesus Marting Junior. Ao primeiro dia do més de
julho de dois mil e vinte e um, realizou-se s treze horas, de forma sincrana remota, o exame da
dissertagio de mestrado intitulada: "Diversidads nuclsctidica de fragmentos da gene do canal
de sodio regulado por voltagem em popula¢des braslielras de Aedes (Stegomyla)
albopictus (Skuse, 1894).", no programa de Pds-graduagdo em Bivlogia Parasitana co instiuto
Oswaldo Cruz, como parte dos requisitos para obiencdo do titulo de Mestre em Ciéncias - &rea de
concantragdo: Ecologia e Epidemiologia, na linha de pesquisa: Epidemiologia de Deengas
Infecciosas e Parasitarias e Hospedeiros, A banca examinadora foi constituida pelos Professores:
Dr, Rafaela Vieira Bruno — IQC/FIOCRUZ (Presidenie), Dr. Daniel Cardoso Portela C&mara —
IOCIFIOCRUZ, Dr. Marcslo Henrique Santos Paiva — UFPE/PE e como suplentes: Dr’. Mariana
Racha David - IOC/FIOCRUZ e Dr. Oscar Alexandra Aguire Obando - Universidad del Quindia.
Apds arguir o candidaic e considerande que o mesmo demonstrou capacidade no trato do tema
gscelhide o sistematizacao da apresenta¢ao dos daces, a banca examinadora pronunciou-se pela
@y V2407 da defesa da dissenagio de mestrado, De acordo com o regulaments do
Curso de Pbs-Graduagéo em Biologia Parasitaria do Instituto Oswalde Cruz, a outorga do titulo de
Mestre em Ciéncias esta condicionada & emissao de documento comprobatério de conclusao do
curso. Uma vez encerrado 0 exame, Dr®, Rafaela Vieira Brung a Presidents da Banca atesta a
decis&o e a participagdo do aluno & de todos o membros da banca de forma sincrona remols, 0
Coordenador do Programe Dr. Rafael Maciel de Freitas. assinou a presente ata tomandoa ciéncia
da deciséo dos membros da banca examinadora. Rio de Janeiro, 01 de julho de 2021.

DF*. Rafaela Vieira Bruno (Presidente da Banca) (D Lauka- Visans Trvd

Dr. Rafasl Maciel de Freitas (Coardenador do Prograial, o eld

= = —

Av. Brasil, 4365 Marguinhos Rio de Janeirc RJ Brasil CEP: 21040-360

Contatos: (21) 25562-1201 ! 2562-12¢@ E-mall: zandimerioseaoior fiocre br Site: vaww flocivs bccens e

Vi



Dedico esta dissertacdo a todas as vitimas de covid-19, e a todos os profissionais da
salde e cientistas brasileiros que estdo arriscando suas vidas para ajudar a salvar a

vida de milhdes.

vii



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus pais, Geraldo e Graca, que sempre se
esforcaram ao maximo para me proporcionar uma educacao de qualidade. Obrigado
por todo apoio que me deram para que eu chegasse até aqui. Amo vocés!

Aos meus irmaos Gleyson e Gustavo, por sempre confiarem nas minhas
decisbes. A toda minha familia pelo orgulho e respeito que vocés tém por mim. Em
especial ao meu primo Jhonny, por ser um grande amigo com gquem eu PoSSo
sempre contar e compartilhar as mais diversas situacoes.

A minha falecida avé Lica, por ter me incentivado e me ensinado tantas
coisas. Vocé foi minha primeira referéncia de apreciacdo e cuidado da natureza,
assim como de gentileza.

A todos os meus amigos da graduacdo com quem mantenho lacos até hoje,
Carol, Andrwey, Tork, Amandinha, Louise, vocés sdo importantes demais para mim.

Aos amigos que fiz virtualmente em meio a pandemia (The obsessions),
obrigado por tornarem meus dias de isolamento social mais leves.

A todos os meus colegas de Pds-Graduacao, em especial aos Parasitos de
esquerda, com quem compartilho parte da ardua caminhada. Vocés séo incriveis.

A todos os integrantes do LAFICAVE, por me acolherem tdo bem no ambiente
de trabalho e por terem me aceitado nessa familia. Em especial aos mosquiteiros do
Carlos Chagas, Aline, Béarbara, Carlucio, Dayane, Monique, Luiz, Rafi, Shayene,
Ramon, Priscila e Yasmim. Obrigado a todo LAFICAVE por estarem me instruindo a
ser um bom profissional.

As minhas amigas Béarbara e Yasmim, obrigado pela companhia, pela divisdo
de experiéncias, pelas oOtimas conversas. Yasmim, minha colega de turma e
laboratorio, obrigado pelo companheirismo e por ter me fortalecido em tantos
momentos. Barbara, minha colega de laboratério e de copo, obrigado pelos
melhores porres da vida haha. Certamente com vocés minha trajetéria até aqui foi
mais feliz.

Aos meus amigos do Alojamento Hélio Fragas, Ramon e Anne, com quem
tive o prazer de compartilhar inidmeras alegrias e experiéncias desde que cheguei no
Rio de Janeiro.

Ao Dr. Ademir, meu querido orientador, por ter me ensinado e orientado tanto,
sou muito grato por tudo. Obrigado por ter confiado em mim e ter me aceitado em

sua equipe, assim como por ter aceitado continuar me orientando no doutorado,
viii



vocé é uma das minhas referéncias de exceléncia profissional. Obrigado também
por, junto com a CPG, ter dado tanto suporte em meu estabelecimento na cidade de
Rio de Janeiro.

Obrigado a toda equipe de manutencdo do Carlos Chagas, vocés sao
extremamente essenciais. Em especial, gostaria de agradecer a Val e a Ligia, por
sempre cuidarem tdo bem do nosso laboratério, além de me proporcionarem a
primeira dose de serotonina diaria ao chegar no laboratério as 7:45 da manha, com
vocés eu comecava o dia mais feliz.

A rede de Plataformas Tecnoldgicas de Fiocruz, em especial, a plataforma
NGS. Aline Moreira, Beatriz Muller e Marilia, obrigado por toda atencédo e suporte
dado, este trabalho é nosso, gratidao.

Da mesma forma, ao Dr. Luciano Cosme, por ter contribuido imensamente
com sua expertise em Bioinformatica, sua colaboracao foi essencial para que nosso
trabalho fosse concretizado.

A banca examinadora. Primeiramente a Dra. Rafaela Bruno, é imensamente
satisfatorio ter esta dissertacéo revisada e avaliada por vocé, expert em Entomologia
Molecular. Guardo carinhosamente sua alegria em ver meu trabalho com Ae.
albopictus.

Ao Dr. Daniel, que tem vasto conhecimento de biologia e ecologia de Ae.
albopictus, sendo uma das minhas grandes referéncias, obrigado por ter me
ensinado tanto através dos artigos de sua equipe e ter aceitado participar deste
momento importantissimo da minha formagéao académica.

Ao Dr. Marcelo, obrigado por aceitar somar seu brilhante conhecimento em
genética de vetores a este trabalho. A Dra. Mariana, que junto com a Dra. Rafaela,
me acompanhou na qualificacdo, e é expert em Entomologia Molecular, obrigado por
ter aceitado compor a equipe, ja aprendi muito em suas aulas.

Ao Dr. Oscar Aguirre, grande referéncia para mim, aprendi muito com seu
trabalho, obrigado por aceitar fazer parte deste. Dito isto, penso que ndo poderiam
ter sido outros, que nao fossem vocés, a banca perfeita.

Ao Programa de POs-Graduacdo em Biologia Parasitaria, obrigado pela
reciprocidade, eu escolhi vocés e vocés me escolheram. Em especial a CPG,
obrigado por me indicarem como bolsista de mestrado FAPERJ Nota 10. Sou muito

grato pela oportunidade. Agradeco também a todos que compBem a Secretaria



Académica, em especial a Rita, por sua eficiéncia e atencdo com os alunos do
Programa.

As agéncias de fomento a pesquisa, CNPg, FAPERJ, INCT em Entomologia
Molecular e CAPES.

A FIOCRUZ, por representar uma Instituicio de pesquisa extremamente
competente, impactando positivamente na vida de milhdes de pessoa no mundo,
tenho orgulho de ser um aluno FIOCRUZ.

E finalmente, mas ndo menos importante, a todos vocés, leitores, obrigado
por toda atencéo e valorizacdo do contetdo deste trabalho. Espero que gostem!

Registro estas palavras aqui ndo s6 para agradecer no agora, mas para

nunca esquecer o quao importante vocés sdo na minha vida. Obrigado!



“Seja como for, tenhamos uma mente aberta, mas nao tdo aberta que nossos cérebros

desistam.” Richard Dawkins

Xi



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundac¢ao Oswaldo Cruz
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Gabriel Joventino do Nascimento

O mosquito Aedes albopictus, originario do continente asiatico, € umas das mais
bem sucedidas espécies invasoras do mundo, que, embora ndo seja considerado
vetor primario dos principais arbovirus circulantes do Brasil, tem desempenhado um
importante papel para a manutencé@o destes no ambiente, principalmente através da
transmissao vertical. Além disto, sua plasticidade ecologica representa um alto fator
de risco para a introducdo de arbovirus selvaticos em areas urbanas. Atualmente o
Ae. albopictus se encontra amplamente disseminado no Brasil, apesar de sua
introducao recente, criando um cenario interessante e ainda pouco explorado sobre
as origens de infestacdo e a dinamica evolutiva de suas populacfes no pais. A
diversidade no gene do canal de sodio regulado por voltagem (Nav) tem sido muito
explorada em insetos vetores, principalmente devido ao interesse sobre alteracfes
relacionadas a resisténcia a inseticidas piretroides e DDT. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi avaliar a diversidade do gene Nay em populagbes naturais de Ae.
albopictus de todas as regides do pais. Para tanto, foi organizado um banco de DNA
de espécimes de Ae. albopictus de 46 populacbes do Brasil, distribuidas em 20
estados, do qual foram feitos pools de DNA por populacéo, utilizado para amplificar
dois fragmentos do gene Nav (IIS6 e IlIS6). Estes produtos foram entdo
sequenciados em plataforma lllumina e as sequéncias resultantes filtradas e
organizadas pelo pipeline SeekDeep. Foram feitas analises de frequéncia dos
haplétipos observados, alinhamentos entres suas sequéncias, a fim de se descrever
suas peculiaridades, além de inferéncias filogenéticas para sugerir possiveis
relacdes de origem e derivagéo entre eles. Ao final, foram utilizadas 2,55 milhdes de
sequéncias, gerando uma meédia de cobertura de 119,5x. Observou-se uma
variedade de 20 e 24 diferentes haplétipos para os fragmentos [IS6 e IIIS6,
respectivamente, onde apenas substituicbes sinbnimas foram observadas. No geral,
a distribuicio e as frequéncias de determinados haplotipos sugeriram uma
regionalizacdo. Por exemplo, os haplétipos do segmento 11IS6 estdo divididos em
dois clados, onde um deles estd mais concentrado nas populacbes da regido
Nordeste do Brasil. Adicionalmente, alguns hapl6tipos de ambos os segmentos do
Nayv foram encontrados exclusivamente em algumas regides. Comparacdes com
dados depositados no GenBank, revelaram similaridade de alguns haplétipos
encontrados em populacbes da Malasia. Os resultados desse estudo sugerem
ampla diversidade no gene Nav em populacdes de Ae. albopictus do Brasil,
compativel com mdltiplas introducdes, além de convergéncias de variacdes
nucleotidicas em diferentes haplétipos, que podem ser resultantes de algum
processo de selecdo natural. Analises subsequentes envolvendo marcadores
neutros, somadas a este estudo, permitirdo melhor definir a dinAmica evolutiva de
Ae. albopictus do Brasil.
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ABSTRACT

MASTER THESIS IN BIOLOGIA PARASITARIA

Gabriel Joventino do Nascimento

Aedes albopictus mosquito, originally from the Asian continent, is one of the most
succeeded invasive species in the world, which, although it is not considered a
primary vector of the main arboviruses circulating in Brazil, has played an essential
role in maintaining these in the environment, primarily through vertical transmission.
Furthermore, its ecological plasticity represents a high-risk factor for the introduction
of wild arboviruses in urban areas. Currently, Ae. albopictus is widely disseminated in
Brazil, despite its recent introduction, creating an interesting and still underexplored
scenario about the origins of infestation and the evolutionary dynamics of its
populations in the country. The Voltage-regulated sodium channel gene (Nav)
diversity has been widely explored in vector insects, mainly due to the interest in
changes related to resistance to pyrethroid and DDT insecticides. Thus, this study
aimed to evaluate the diversity of the Nav gene in natural populations of Ae.
albopictus from all regions of the country. For this purpose, a DNA bank of
specimens of Ae. albopictus from 46 populations in Brazil, distributed in 20 States,
from which DNA pools were made per population, were used to amplify two
fragments of the Nav gene (11S6 and 11I1S6). These products were then sequenced on
an lllumina platform and as filtered sequences organized by the SeekDeep pipeline.
Frequency and alignment analyses of the observed haplotypes were performed to
define their peculiarities, and phylogenetic inferences to suggest possible
relationships of origin and derivation among them. In the end, 2.55 million sequences
were used, generating an average coverage of 119,5x. A variety of 20 and 24
different haplotypes were observed, for the 1IS6 and IlIS6 fragments, respectively,
within only synonymous substitutions. The overall haplotypes distribution and
frequencies suggested some regionalization. For example, 11S6 haplotypes segments
grouped into two clades, with one more distributed in the Northeastern populations.
Additionally, some haplotypes of both Nav segments were found exclusively in some
regions. Comparisons with data deposited in the GenBank revealed similarity of
some haplotypes found in Malaysian populations. These research results suggest a
broad diversity in the Nav gene in Brazilian Ae. albopictus populations, compatible
with multiple introductions. In addition, the convergences of nucleotide variations in
different haplotypes can be the result of natural selection processes. Subsequent
analyzes involving neutral markers, added to this study, will allow a better definition
of the evolutionary dynamics of Ae. albopictus from Brazil.
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1 INTRODUCAO
1.1 Ae. albopictus

Aedes [Stegomyia] albopictus (Skuse, 1894) é uma espécie de mosquito que
pertence a familia Culicidae, subgénero Stegomyia, do Grupo Scutellaris.
Popularmente é conhecido como tigre asiatico, porque é originario da Asia e estava
presente em toda regido oriental do continente, além de possuir coloracdo escura e
listras brancas nas pernas, cabeca e na regido dorsal (1). Ae. albopictus possui
hébitos diurnos, podendo se alimentar mais de uma vez do mesmo hospedeiro.
Seus ovos sdo resistentes ao calor e a dessecacdo, e seu ciclo de vida é
semelhante ao de Aedes aegypti (Figura 1). A fémea de Ae. albopictus, apds realizar
0 repasto sanguineo, necessario para maturacdo de seus 00citos, pode ovipor em

criadouros naturais ou artificiais (2,3).

Os ovos de Ae. albopictus sdo internamente revestidos por uma cuticula
serosa quitinosa formada na embriogénese, que € crucial para a resisténcia a
dessecacdo dos ovos, sendo a quitina um fator chave para sua impermeabilidade
(4,5). A resisténcia a dessecacdo é determinada pela taxa de perda de agua e
tolerancia a desidratacdo, sendo relacionada como uma das caracteristicas
determinantes da expansao de populacbes de Aedes no mundo, mediada pelo
processo de urbanizacao (6—9). Quando os ovos sdo submersos em agua, as larvas
eclodem, se alimentando de matéria organica e se desenvolvendo por quatro

estadios (L1-L4) (Figura 2.A).

Na fase de pupa, 0 mosquito passa por transformacdes para a formacéo da
fase adulta. Apos dois ou trés dias, o0 mosquito adulto emerge. O tempo total da
eclosdo do ovo até a fase adulta, em temperatura média de 32 °C, leva em média 7
a 8 dias. A temperatura € um dos principais fatores ambientais determinantes do
tempo de duracdo de cada fase. Por exemplo, em temperaturas de 12 °C, a fase
pupal pode durar entre sete e 12 dias, e o periodo de desenvolvimento completo
pode durar até 28 dias. ApGs a emersdo do mosquito adulto (Figura 2.B), a0 menos
em condi¢cdes de laboratério, seu periodo de vida pode variar de 16 a 100 dias
(5,10).
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Figura 1: Esquema representativo do ciclo de vida do mosquito Ae. albopictus. Fonte: adaptado de
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Figura 2: O mosquito Ae. albopictus. A. Larvas de terceiro (a direita) e quarto estadio (a esquerda). B.
Mosquito fémea adulto Fonte: (12)

1.2 Dispersao passiva e distribuicdo de Ae. albopictus

Nas Gltimas duas décadas o Ae. albopictus se alastrou do sudeste da Asia para
a Europa, Africa, Oriente Médio, América do Norte e do Sul e atualmente esta
presente em todos os continentes do mundo, exceto na Antartida (Figura 3). De
acordo com analises genéticas, as populacbes chinesas seriam as mais antigas
dentre os paises do sudeste asiatico (13). Ae. albopictus ocupa o 4° lugar na lista
das 100 espécies invasoras mais bem sucedidas do mundo, que considerou mais de
10.000 espécies invasoras dos maiores bancos de dados mundiais, quanto a
capacidade de propagacdo e ao potencial impacto ecoldgico ou econdmico (14). A

sua introducdo em paises onde ndo eram previamente encontrados é considerada



uma ameaca grave, dada sua importancia epidemiologica, abordada mais a frente.

Ae. albopictus
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Figura 3: Distribuicdo mundial de Ae. albopictus até o ano de 2015. Fonte: adaptado de (9)

O perfil de dispersdao observado em Ae. albopictus, assim como em muitos
insetos, engloba diferentes métodos. A dispersdo entre longas distancias
(intercontinental, por exemplo) ocorre passivamente por meio do transporte em
massa de ovos, viabilizados por sua resisténcia a dessecacdo. O primeiro registro
oficial deste mosquito nos EUA, por exemplo, ocorreu em 1986, em um navio que
ancorou no Texas (15). Entretanto, ha relatos de que entre 1945 e 1946, navios que
chegaram em Los Angeles transportando materiais usados, como pneus, continham
espécies de mosquito aléctones, e dentre eles o Ae. albopictus (16). Além das vias
maritimas, a dispersdo de mosquito entre paises pode ser facilitada por meio de
transportes aéreos, como a ja relatada presenca de anofelinos e Aedes
taeniorhynchus em avides e aeroportos (17,18). ApGs a chegada de Ae. albopictus
no Brasil, supde-se que sua dispersdo em média escala tenha ocorrido por meio de
ferrovias (5). Estima-se também que a dispersdo do mosquito entre cidades seja
facilitada pelo fluxo de carros. No entanto, as evidéncias mostram que esta
dispersdo depende majoritariamente da densidade de mosquitos em cada regido
(19).

No Brasil, a primeira notificacdo de aparicdo de Ae. albopictus foi realizada no
estado do Rio de Janeiro, onde cinco espécimes machos e seis fémeas foram

coletados aos 47 km da Rodovia RIO-SP (20). Em 17 de setembro de 1986, trés
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larvas foram coletadas em um criadouro artificial (vaso de plantas) no municipio de
Areias, em S&o Paulo (21). No mesmo ano, sua presenca também foi registrada em
Minas Gerais. No ano seguinte, foi encontrado no Espirito Santo, onde
hipoteticamente teria sido a porta de entrada do Ae. albopictus no pais, chegando
com navios que exportam ferro para o Japao (5). Apés uma década, no ano de
1996, um exemplar fémea foi capturado em Curitiba (PR), sendo os primeiros vistos
na regido Sul (22). No ano seguinte, no més de dezembro, foram encontradas
formas imaturas (trés larvas no 4° estadio e cinco pupas) em Vila Cruz Altina,
municipio de Douradina, sendo o primeiro registro do mosquito no Mato Grosso do
Sul. O local de coleta dos espécimes foi em um ponto de parada de veiculos de
grandes cargas, por onde provavelmente a espécie chegou no local (23).

Nas demais regifes do Brasil, os primeiros registros se deram em Recife (PE),
no Nordeste do pais, entre os anos de 1998 e 1999 (23). Em Sergipe, Ae. albopictus
foi registrado pela primeira vez em 2011, a 36 km de Aracaju, capital do estado (24).
Logo em seguida foi sendo encontrado em quase todos os estados do pais (25)
(Figura 4). Seu registro mais recente se deu no estado do Amapda, onde a espécie
provavelmente foi introduzida pelo porto de Santana, sendo detectada em 2018 a
50 m da borda da floresta e a 500 m do perimetro urbano (26). Assim, até o
momento, o Acre € o0 Unico estado brasileiro onde Ae. albopictus ainda nao foi
identificado (27-29).
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Figura 4: Mapa do Brasil indicando o periodo do primeiro registro de Aedes albopictus nos estados.
Fonte: adaptado de (30).

1.3 Dispersao ativa

A dispersao de Ae. albopictus ao redor do mundo ocorreu de forma passiva,
majoritariamente através do transporte de pneus usados e plantas ornamentais
(31,32). Entretanto, a dispersdo ativa representa um fator de grande importancia
para sobrevivéncia local da espécie. O alcance do voo, mesmo que limitado a
poucas centenas de metros, influencia diretamente na capacidade de busca de
hospedeiro, na fonte de alimentacdo e na capacidade vetorial, sendo um aspecto
importante no processo de domiciliagdo do vetor e refletindo no direcionamento das
estratégias de controle da espécie (33). O voo de mosquitos pode ser influenciado
por fatores intrinsecos da espécie, disponibilidade de locais de oviposicéo, aspectos

climaticos (por exemplo, chuva, temperatura, vento e umidade), terreno, vegetacao,
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caracteristicas de habitacdo e fonte de sangue (34). Na Europa, estudos de
liberacdo de espécimes marcados e recaptura estimaram que a dispersao ativa de
populacdes locais acontece rapidamente, e em um raio aproximado de 250 m
(35,36). JaA na Asia, estudos similares indicaram que as populacbes locais
(Singapura), se dispersam em cerca de um raio de 320 m do ponto de soltura, em
até trés dias. Resultados obtidos em estudo semelhante no Brasil, indicaram que
fémeas de Ae. albopictus podem voar até pelo menos 800 m em seis dias. Porém,
ovos marcados também foram encontrados em areas até o limite de 1,6 km (37).
Esses resultados sdo significativos para diretrizes de controle vetorial local, onde o
raio de dispersdo era subestimado a aproximadamente 100 m. Além disso, os
autores (35) destacaram a necessidade de abordagens eficazes de vigilancia e

resposta rapida para conter os riscos associados aos casos virémicos importados.
1.4 Plasticidade fenotipica

Ae. albopictus € considerado usualmente exofagico, se alimentando
preferencialmente fora das casas, e de humanos de forma oportunistica (12).
Entretanto, estudos mais recentes mostram que a espécie tem exibido
comportamento altamente antropofilico, com atividades alimentares diarias
bimodais, apresentando comportamento endofilico e exofilico, escolhendo
majoritariamente hospedeiros humanos em ocasides de igual disponibilidade com
outros hospedeiros mamiferos (3,33,38,39). Outra importante questdo a ser
mencionada sdo 0s numerosos relatos de alimentacdo multipla, onde espécimes séo
identificadas com repasto sanguineo de diferentes fontes animais (38,40,41). A
plasticidade alimentar relatada em populacbes de Ae. albopictus, apesar do seu
antropofilismo, é preocupante. Uma vez que Ae. albopictus possui o habito de se
alimentar do hospedeiro que estiver a disposicdo, desde répteis a mamiferos como o
ser humano, suas populagdes, principalmente em ambientes periurbanos rodeados
de mata, podem atuar como porta de entrada de patdégenos silvestres em grandes

centros urbanos (41-43).

Outro aspecto importante de plasticidade do Ae. albopictus € o fenébmeno de
diapausa, observado principalmente em populagcdes de regides de clima temperado,
permitindo a sobrevivéncia da prole em locais que passam por invernos vigorosos

anualmente. A diapausa € uma resposta fisiologica complexa e dinamica que
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representa uma via de desenvolvimento alternativa composta por um conjunto
altamente coordenado de mudancas comportamentais, morfoldgicas e fisiologicas
(44). De fato, a habilidade de realizar diapausa nesta espécie € um importante fator
para seu processo de estabelecimento em locais de clima temperado, como ja foi

observado em locais de temperaturas de até -5 °C (44,45).
1.5 InteracBes ecoldgicas

As interacdes ecoldgicas que resultam em competicéo interespecifica entre Ae.
albopictus e varias espécies, principalmente do mesmo género, sdo dependentes do
ambiente, sendo influenciada por diversos fatores. Em populacbes dos EUA,
relacBes competitivas ja foram observadas entre Ae. albopictus e Ae. aegypti, Aedes
triseriatus, Aedes atropalpus, Aedes japonicus e Aedes sierrensis (46-52). Na lItalia,
a sua co-ocorréncia com Culex pipiens também ¢é relatada. O Ae. albopictus
deslocou populacdes de Ae. aegypti nos EUA e é considerado um 6timo competidor,
por apresentar vantagens sobre outras espécies em contextos gerais de competicao,
porém as vantagens que sobretudo sdo relacionadas a densidade dos vetores,
dependem da ecologia e do clima local (28,33,53). As interacbes de competicéo
ocorrem tanto nos estdgios larvais, onde Ae. albopictus se destaca por sua
capacidade de converter alimento em biomassa, quanto na fase adulta, onde pode
ocorrer a chamada satirizacdo. Este fenbmeno ocorre quando os machos de Ae.
albopictus inseminam fémeas de Ae. aegypti, que por sua vez colocam ovos
inférteis, o que consequentemente contribui para uma provavel reducéo populacional
de Ae. aegypti (49,51,53-57). Por outro lado, o oposto é pouco observado, sendo
inclusive, a origem do macho de Ae. albopictus que determina o sucesso da
satirizacdo (58). No Brasil, Ae. aegypti e Ae. albopictus coocorrem em diversos
lugares (52,59). No geral, Ae. albopictus é considerado um 6étimo competidor e
apresenta vantagem em relacdo a todas as espécies citadas, normalmente sua
densidade populacional ndo é afetada negativamente por fatores limitantes para as
demais espécies, como a quantidade de alimento. Efeitos complexos podem surgir
na vida do mosquito decorrente de competicdo interespecifica na fase larval. Por
exemplo, na co-ocorréncia de Ae. triseriatus e Ae. albopictus, observa-se reducéo
das taxas de longevidade dos mosquitos adultos de Ae. triseriatus que se

desenvolveram nesse espaco competitivo. Os sobreviventes desta Ultima espécie
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sdo mais susceptiveis a infeccdo por La Crosse encephalitis virus (LACV), que

causa doenca neuro invasiva, endémica nos EUA (50,51).
1.6 Transmisséo vertical

A transmissdo de arbovirus que ocorre entre as espécies de hospedeiros
vertebrado e artropode é classificada como transmissdo horizontal, enquanto a
transmissao de arbovirus do artropode, como o Ae. albopictus, infectado para sua
prole é chamada de transmissao vertical (60). Nas estacfes de secas em areas
tropicais, nas estacOes frias das regides temperadas e durante as campanhas de
pulverizacao de inseticidas, condi¢cdes desfavoraveis sdo presentes para a expansao
de populacdes de vetores, afetando diretamente a transmissdo horizontal de
arbovirus entre os vetores e reservatorios. Adicionalmente, a imunidade em rebanho
adquirida pelos hospedeiros vertebrados apdés as epidemias representa um fator
limitante para manter altas taxas de transmissdo horizontal dos arbovirus no
ambiente (60,61). Portanto, devido a necessidade de estudos que mensurem com
precisdo o impacto da manutencdo de arbovirus durante periodos interepidémicos
as epidemias de arboviroses, o numero de estudos relacionados ao tema vem
aumentando (62). No mais, as hipdteses levantadas estdo relacionadas a
reintroducdo do virus no ambiente, a circulacdo deste em espécies hospedeiras

desconhecidas (reservatdrios) e outros mecanismos de transmissao.

A transmissao vertical, ou transovariana, pode ser o principal fator para a
reemergéncia de dengue e outras arboviroses apos periodos nao-epidémicos, como
por exemplo no inverno, onde as taxas de transmissao vertical em Ae. albopictus
costumam ser elevadas e os surtos epidémicos sdo menos comuns (7,63). Em outro
caso, a ampla disponibilidade de criadouros durante o verdo, também pode
favorecer a transmisséo vertical, seguido de surtos epidémicos na préxima estacéo
chuvosa (64). No Brasil, o primeiro relato de transmisséo vertical em populacdes
naturais de Ae. albopictus ocorreu em abril de 1993, quando DENV-1 foi detectado
em dois pools de larvas de popula¢gées de Campos Altos (MG), durante uma acao de
vigilancia epidemioldgica (65). Recentemente, DENV-3 foi detectado em pools de
machos de Ae. albopictus, coletados em diferentes estacdes, de uma area verde de
S&o Paulo (Parque do Piqueri), uma das cinco cidades mais populosas do mundo. E
importante ressaltar que a cidade nédo teve casos autéctones de DENV-3 nos ultimos
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anos, evidenciando ainda mais o papel do tigre asiatico na manutencao silenciosa
do DENV nos ambientes (30). Além de outros casos de infeccdo natural por
arboviroses (66), populacdes de Ae. albopictus também tém demonstrado a
habilidade em condi¢cBes de laboratorio. Adicionalmente, ha relatos de transmisséo
vertical de outros arbovirus, como CHIKV (67,68), ZIKV (69-71) e Mayaro (72).

1.7 Controle de Ae. albopictus

O controle vetorial tem sido priorizado como medida mais eficaz no bloqueio
da transmisséo de arboviroses, principalmente em periodos epidémicos ou quando
surtos em iminéncia sao detectados (73). As principais formas de controle vetorial
baseiam-se em métodos mecanicos, bioldgicos e quimicos, sendo este ultimo o mais
utilizado nas ultimas décadas. O controle integrado, apresentado pela OMS em
2004, consiste na expansao e utilizacdo de métodos de controle em conjunto,
visando melhorar a eficacia, custo-efetividade, solidez ecoldgica e sustentabilidade
do controle de vetores de doencas. Entretanto, por causa da baixa adequabilidade e
as limitagcbes operacionais quanto ao uso do controle integrado, o controle é
majoritariamente concentrado no uso de inseticidas neurotoxicos. Adicionalmente, a
emergéncia de populacdes de Aedes resistentes a inseticidas no mundo, estimulou
a busca por novas tecnologias de controle, como por exemplo: a inducdo de
refratariedade viral por Wolbachia; expressao de genes exdégenos e modificacdo dos
genes proprios; manipulacdo genética; técnicas de esterilizacdo de insetos (TEI)
(74-77). Portanto, embora o Ae. aegypti seja a principal espécie modelo nos estudos
gue desenvolvem novas tecnologias, existem algumas inovacdes aplicaveis também
ao tigre asiatico. Controlar populacbes de Ae. albopictus, particularmente, € um
grande desafio. A plasticidade ecoldgica do vetor, que é refletida na diversidade de
possiveis criadouros disponiveis no ambiente peridomiciliar, limita o potencial de
acdo dos métodos de controle usuais em momentos de epidemia, como a aplicacéo
direta de inseticidas nos criadouros (78). Dessa forma, técnicas de controle
estudadas mais recentemente, como 0 uso da auto disseminacao de inseticidas dos

mosquitos para os criadouros, podem facilitar nesses casos (79).
1.7.1 Inseticidas neurotdxicos

Os inseticidas quimicos que causam perturbacdo no funcionamento das

sinapses apoOs atingir o sistema nervoso central dos insetos sdao denominados
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neurotéxicos (80). Os principais grupos destes inseticidas, utilizados no contexto de
saude publica, variam em sua composi¢cdo quimica e mecanismo de acdo, sendo
classificados como carbamatos, organoclorados, organofosforados e piretroides
(80). Os inseticidas pertencentes a classe dos carbamatos e organofosforados
atuam de formas diferentes sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE), que é
responsavel pela hidrolise de acetilcolina (ACh), no contexto da manutencéo, ou
mais especificamente, da interrup¢cdo do impulso nervoso. Os organoclorados sao
compostos de carbono, hidrogénio e cloro, que atuam sobre o canal de sodio
regulado por voltagem (Nav) ou sob o receptor GABA. Os piretroides que s&o
compostos sintéticos derivados do piretro, encontrado em crisantemos, atuam sobre
o Nav causando hiperexcitabilidade continua, seguida de paralisia e morte do inseto,

devido a abertura permanente do canal (81).
1.8 Resisténcia a Inseticidas

A OMS define resisténcia a inseticidas como a capacidade de uma
determinada linhagem de insetos sobreviver a uma dose que normalmente mataria
uma populacdo susceptivel. Populacbes resistentes sédo resultado da presséo
seletiva causada pela aplicacdo dos inseticidas no ambiente, selecionando
individuos resistentes por geracfes sucessivas (80). Os fendtipos resistentes a
inseticidas séo favorecidos quando os mosquitos sdo expostos a doses subletais do
inseticida. Nessas condi¢des, os individuos resistentes tém melhores chances de
sobreviver e se reproduzir, devido a alteracbes de carater comportamental ou

fisioldgico.

A resisténcia dita comportamental se resume praticamente ao inseto evitar o
contato com o inseticida, seja pela maior habilidade do inseto em identificar a
substancia téxica, gerando uma resposta de fuga, ou ainda pela selecao do habito
de se evitar locais impregnados com inseticida (80). Com relacdo as alteracdes
fisiologicas, podem ser selecionados um ou mais mecanismos, incluindo i)
alteracbes na cuticula, ii) incremento na detoxificagdo dos xenobidticos e iii)
mudanca na estrutura do sitio alvo do inseticida (82). Aspectos moleculares
relacionados ao espessamento da cuticula, impedindo que o inseticida entre no
organismo do inseto sdo pouco conhecidos. Por ndo se tratar de um mecanismo

especifico, pode afetar uma ampla variedade de compostos (83,84). Ja a resisténcia
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metabdlica € caracterizada por amplificacdo, super-expressdo ou aumento na
especificidade de enzimas detoxificantes, especialmente as das classes glutationa-
S-transferases (GST), esterases e oxidases de fungdo mista (ou monooxigenases
P450), que séo produtos de superfamilias génicas (85). Desta forma, € permitido ao
inseto resistente metabolizar ou degradar os inseticidas antes que eles sejam

capazes de exercer seu efeito toxico (84).
1.8.1 Resisténcia sitio-alvo em piretroides

Os piretroides sdo os compostos inseticidas mais utilizados no mundo,
principalmente devido a rapida eficacia, a sua biodegradabilidade e sua baixa
toxicidade para os humanos. Sao classificados em tipo | ou Il, de acordo com sua
estrutura quimica e seus efeitos perturbadores das sinapses nervosas (81). No
entanto, como consequéncia por seu uso ter se popularizado nas ultimas décadas,
principalmente em sadde publica, populacfes de mosquitos resistentes vém sendo
selecionadas. A emergéncia de populacdes de vetores resistentes a piretroides

inviabiliza o controle (que antes era facilitado) pelo uso dos mesmos (82,86).
1.8.2 Canal de Sddio Regulado por Voltagem (Nav)

O Nav é uma proteina de membrana composta por quatro dominios, cada um
com seis segmentos hidrofébicos (Figura 5) e possui importante funcao fisiolégica,
controlando o influxo de ions de Na* nas células, que é fundamental para alterar o
potencial elétrico de repouso da membrana celular. O potencial de acao acionado,
em parte, pelo influxo de sédio, € essencial para o funcionamento de mecanismos
bésicos do funcionamento celular, como a transmissdo de impulso nervoso.
Portanto, os genes dos canais de sddio regulados por voltagem (Nay) sdo muito

conservados ao longo da evolucéo (81).
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Figura 5: Esquema geral representativo do canal de sédio regulado por voltagem (Nay), contendo
seus quatro dominios (I-1V), cada um com seis segmentos (S1-S6). Fonte: adaptado de (87).

1.9 Knockdown Resistance (kdr) em Ae. albopictus

No geral, a genotipagem dos sitios kdr € feita tendo como referéncia as
principais mutacdes mais bem relacionadas a resisténcia a piretroides que ocorrem
em Ae. aegypti, nos codons 989, 1011, 1016, 1532 e 1534 (Figura 6) (88). A primeira
deteccdo de uma mutacdo relacionada ao efeito knockdown dos piretréides
(mutacdo kdr) em Ae. albopictus ocorreu a partir da genotipagem de amostras
coletadas no ano de 2009 em uma area urbana e arborizada localizada na regiao
central de Singapura, pais do sudeste asiatico, onde um total de 26 mosquitos foram
genotipados para diferentes mutagbes kdr (11014F, S989P, 11011M ou V, V1016G
ou | e F1534C). Dentre os 26 mosquitos, 92,3% apresentaram o polimorfismo
F1534C (TTC para TGC), sendo 14 (53,8%) deles homozigotos. A frequéncia do
alelo 1534Cys registrada foi de 71,3 % (89). Alguns anos depois, larvas coletadas
nas cidades chinesas de Longtang e Shishan, e entdo utilizadas em bioensaios com
DDT (4%) e deltametrina (0,1%), apresentaram o alelo kdr 1534Ser. Os
pesquisadores relacionaram a resisténcia a deltametrina (0,1%), com a presenca do
alelo kdr 1534Ser em homozigose, também sendo verificada uma alta frequéncia de
alelos mutantes (60,53%) em 19 mosquitos vivos apos o bioensaio com DDT (4%),
correlacionando assim mutacdes kdr com o fenétipo de resisténcia a deltametrina ou
DDT (90).

Em outro exemplo, o programa de vigilancia entomoldgica grego realizou
coletas entre os meses de junho e setembro em quatro campos de refugiados

localizados na Macedobnia Central, em 2017. Entre os insetos coletados, os
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espécimes de Ae. albopictus foram genotipados para marcadores para kdr. As
andlises incluiram os cédons 1532, 1534 e 1016, sendo o alelo 1534Cys detectado
em amostras de um dos campos, na frequéncia de 28,0%. Pools de DNA de ovos

também evidenciaram este mesmo alelo kdr (78).

Aedes aegypti Aedes albopictus
oI 4@7 o —{[E10
V410L V410L/AIG
11011M/IV 1011V
DIl DIl | Je20 [— ez }——
Log2w S989P S989P \
V1016G/I V1016G/I

T15201 \F1534CISIL E534CISIL[W

11532T

Figura 6: Esquema representando o canal de sédio regulado por voltagem (Nay), contendo trés dos
seus quatro dominios (I-1ll), cada um com seis segmentos, comparativamente em Ae. aegypti e Ae.
albopictus. E = exon. Em vermelho estdo as mutacdes ja relacionadas a resisténcia a piretroides.
Fonte: (91)
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2 JUSTIFICATIVA

Embora Ae. albopictus seja considerado um vetor de arbovirus menos eficiente
em comparacdo a Ae. aegypti (92), o tigre-asiatico tem desempenhado um papel
significativo nos surtos de Zika na Africa Central (93) e de Chikungunya na Africa
Central, Asia e Europa (94-96). Mesmo n&o tendo sido vinculado & transmissdo dos
virus DENV, CHIKV e ZIKV nas Américas, ainda que exista uma evidéncia limitada,
de sua participacdo em um surto de dengue e Zika em uma é&rea rural do Espirito
Santo, no Brasil (97), essa espécie é considerada um potencial vetor na regiao
devido a alta competéncia vetorial das populacdes locais para esses arbovirus
(52,56,98-102). Apesar de ter sido demonstrado que populacdes brasileiras de Ae.
albopictus sdo competentes para a transmissdo de arbovirus, como dengue, Zika,
Chikungunya e febre amarela (52,103), ndo se tem ainda uma definicdo consensual
sobre a real importancia de Ae. albopictus nas epidemias de arboviroses no pais.
Portanto, investigar aspectos genéticos relacionados a eficiéncia do controle quimico
sobre Ae. albopictus € uma forma prudente de se antecipar a uma eventual
necessidade de controle emergencial desta espécie. Além disto, a introducao de Ae.
albopictus no Brasil € recente (menos que quatro décadas), de modo que os estudos
envolvendo esta espécie sdo escassos, quando comparado a Ae. aegypti. Nesse
sentido, € importante que se conhega com maior detalhamento a diversidade do
gene Nav em variadas populagbes de Ae. albopictus (visto que a estruturacdo
genética das populacbes do Brasil é pouco explorada) onde diferentes mutacfes kdr
podem ocorrer. A identificacdo de marcadores genéticos fortemente relacionados a
resisténcia facilita a verificacdo de populacdes resistentes por meio de ensaios
moleculares, além de contribuir para o conhecimento da dindmica evolutiva entre
diferentes populacdes. A organizacdo de um banco de DNA criopreservado em
laboratério com amostras de populacdes de Ae. albopictus de todas as regides do
Brasil sera extremamente util para qualquer estudo futuro envolvendo genética de
populacées ou avaliacdo de marcadores gendmicos, tendo em vista que o tigre
asiatico € um vetor em iminéncia. Em conjunto, o estudo aqui apresentado, se
justifica a medida que contribui para o conhecimento da genética evolutiva,
diversidade genética e direcionamentos sobre a introducdo e dispersdo de

populacdes de Ae. albopictus do Brasil.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a diversidade de fragmentos do gene do canal de sddio regulado por

voltagem em populacdes de Ae. albopictus do Brasil.
3.2 Objetivos especificos

e Estabelecimento de um banco de DNA de 50 populacbes de Ae.
albopictus do Brasil

e Amplificacdo e sequenciamento de fragmentos correspondentes aos
segmentos IIS6 e 111S6 do Nav de populacdes de Ae. albopictus

e Determinacdo de haplotipos, inferéncias filogenéticas e caracterizacdo da
diversidade nucleotidica de fragmentos correspondentes aos segmentos
[1IS6 e 111S6 do Nav de populagbdes de Ae. albopictus
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem das populacdes de Ae. albopictus

As coletas foram realizadas no contexto do programa brasileiro de
monitoramento de resisténcia a inseticidas em Ae. aegypti, que ocorreu entre 2017 e
2018, coordenado pelo Ministério da Saude em parceria com o Laboratério de
Fisiologia e Controle de Artropodes e Vetores (LAFICAVE), Instituto Oswaldo Cruz
(I0C) no Rio de Janeiro (RJ). Os agentes de campo de cada municipio foram
responsaveis pela instalacdo de armadilhas, que variaram em seus numeros de
acordo com a quantidade de casas em cada municipio, com a seguinte regra: 100,
150, 200 ou 300 armadilhas para respectivamente, <50, 50-200, 200-500, >500 mil
casas.

Os locais de instalacdo das armadilhas foram estrategicamente escolhidos
para que houvesse uma cobertura total do ambiente urbano, a fim de englobar areas
com diferentes niveis de infestacdo. Uma solugcédo de extrato de levedura a 0,04 %
foi usada como um atrativo para fémeas fecundadas. Os demais detalhes da coleta
sdo bem descritos em outro estudo (104). As palhetas de ovos foram enviadas ao
LAFICAVE.

As populacbes foram rotuladas com codigos e metade de cada populagéo
permaneceu no LAFICAVE, enquanto a outra metade foi enviada ao Laboratério de
Entomologia Aplicada (LEnA), na Superintendéncia de Controle de Endemia
(SUCEN), em Marilia (SP). Em ambos os laboratérios, os ovos foram postos a
eclodir para criacdo das larvas até emergéncia de adultos, quando entdo foi feita a
triagem das espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus. A primeira seguiu para a
formacdo de colbénias F1 ver (104), enquanto Ae. albopictus foi criopreservada para

futura extracdo de DNA.

Importante destacar que as coletas foram realizadas em centros urbanos.
Entre as mais de 140 localidades de coleta (veja (104)), obtivemos amostras de Ae.
albopictus de pelo menos 50 delas, das quais utilizadas neste estudo foram:
Floriano, Parnaiba e Teresina (PI), Salvador e Brumado (BA), Natal (RN), Maceio
(AL), Recife e Palmares (PE), Aracaju e Nossa Senhora da Gléria (SE), da regido

Nordeste. Parintins (AM), Jaru, Porto Velho, Cacoal e Boa Vista (RO), Tucurui,
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Itaituba e Santarém (PA), Araguaina e Palmas (TO), Altamira e Redencao (PA), da
regido Norte. Campos dos Goytacazes, Volta Redonda, Angra dos Reis e Rio de
Janeiro (RJ), S&o Sebastido (SP), Teodfilo Otoni (MG), Vitdria, Cachoeiro de
Itapemirim e Nova Venécia (ES), Governador Valadares e Belo Horizonte (MG), do
Sudeste. Brasilia (DF), Coxim, Trés Lagoas e Dourados (MS), Barra do Garcas, Alta
Floresta, Agua Boa e Confresa (MT), Goiania, Ipora e Posse (GO) do Centro-Oeste.
Londrina (PR), Chapeco (SC), Santa Maria (RS) do Sul do pais (Figura 7).
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Figura 7: Localidades das populacdes de Ae. albopictus do Brasil utilizadas neste estudo.

5 Formacao do Banco de DNA

As extracoes e purificagbes de DNA genbmico foram realizadas
individualmente nos espécimes com kits DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) e,
alternativamente, o ZR Tissue & Insect DNA MiniPrep (Zymo Research), de acordo
com orientacdes do fabricante. Apds a extracdo, as amostras foram dosadas no
espectrofotbmetro NanoDrop™ One da Thermofisher. As amostras foram

codificadas e organizadas por populagcdo e armazenadas em freezer -20 °C.

20



Adicionalmente, foram preparadas aliquotas de cada amostra a 20 ng/uL em H20

ultrapura para as analises deste estudo.

5.1 Amplificacdo dos fragmentos correspondentes aos segmentos IIS6 e 111IS6

do Nav

Primeiramente, obtivemos pools (contendo entre dois e 30 mosquitos) de
DNA para cada populacao, a partir de uma aliquota de 20 ng das amostras de suas
respectivas localidades. Para as amplificacdes dos fragmentos pretendidos, foram
desenhados primers especificos a partir da sequéncia XM_029865132.1 (GenBank,
NCBI), utilizando o software Geneious 2020.1.2 (105) (https://www.geneious.com), a
fim de gerarmos um fragmento com aproximadamente 500 pb para ambos os
segmentos. A extremidade 5’ dos primers adicionamos a sequéncia para incluséo de
adaptadores (hangers) aos amplicons, que em seguida seriam Uteis para
constituicdo de biblioteca para sequenciamento em lllumina, como indicado no
método 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (versdo 15044223-B). As
sequéncias dos primers se encontram na Tabela 1 e o local representativo dos
segmentos do Nay correspondente aos fragmentos amplificados estédo indicados na

Figura 8.

Tabela 1: Primers utilizados para amplificacdo de fragmentos do gene Nay de Ae.

albopictus por meio de PCR.

Primer Sequéncia 5'-3' Segmento do Na, | Diregdo
Hang 4,723F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTTC 11S6 Forward
AAGGGCTGGATCCAGA
Hang 5,198R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTTC | 1lIS6 Reverse

GAATACTATTGCTTGTGGTCG

Hang 5'para3 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACAA | lIS6 Forward
TGTGGATCGCTTCCC

Hang 3,398R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCG | 1IS6 Reverse
CGATCTTGTTCGTTTCG
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As amplificacbes para os fragmentos 11S6 e 11IS6 ocorreram em reacfes
independentes e para cada pool, utilizando-se o kit contendo DNA Polimerase de
alta fidelidade, Phusion Hot Start Flex DNA Polymerase. Para cada reacao, foram
utilizados 60 ng de DNA gendmico, 2 mM de MgClz, 1x do tampédo Phusion HF,
200 pM de dNTPs, 0,5 ou 1 pM (respectivamente para 111S6 e 11S6) de cada primer, 1
U da polimerase (0,25 pL), 3 % de DMSO e agua ultrapura tipo I, em um volume
suficiente para atingir total de 25 uL de reacdo. As condi¢cdes da PCR foram as
seguintes: 98 °C durante 30 segundos, seguido de 35 ciclos de 98 °C por 10
segundos, 56 ou 60 °C (respectivamente para 11S6 e 111S6) por 15 segundos e 72 °C

por 30 segundos, com uma extensao final a 72 °C durante 7 minutos.

Dominio | Dominia ll Dominio Il Dominio IV

Figura 8: Esquema do canal de sédio regulado por voltagem, com seus quatro dominios (I-1V) e
segmentos (S1-S6). Os locais referentes as regides de amplificagédo estédo indicados com seus
respectivos primers (ver tabela 1). Fonte: adaptado de (87)

lIS6 is6

S <— — <—
Hang_Spara3 Hang 3398  Hang_4,723F Hang_5,198R

5.2 Preparo das bibliotecas e sequenciamento de alto rendimento

Os amplicons de ambas as regides foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (1%) e em seguida as bandas de DNA correspondentes aos fragmentos
amplificados (aproximadamente 500 pb) foram excisadas e purificadas com o kit
GeneJET Gel Extraction (Thermo Scientific), seguindo as recomendac¢bes do
fabricante. Em seguida, quantidades equimolares do DNA extraido e purificado das
bandas de ambas as reacdes 11S6 e 111S6 foram adicionadas para compor o pool de
cada populacéo. Estes pools foram enviados para a Plataforma de Sequenciamento
de Nova Geracgdo - RPT01J, que deu prosseguimento a preparacdo das bibliotecas

e ao sequenciamento. De acordo com os procedimentos da Plataforma, a qualidade
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e a concentracdo dos amplicons na mistura ‘[IS6 + [[IS6’ das 46 populacdes foram
analisadas pelo sistema Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent). Para preparacdo das
bibliotecas, ao material referente a cada populacéo foi adicionada uma sequéncia de
DNA especifica (barcode), com uso do kit Nextera XT indexes (lllumina), em uma
reacdo de PCR com o kit KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Roche), seguindo as
recomendacdes do fabricante. O sequenciamento de alta vazao foi feito no sistema
Miseq (lllumina), utilizando o MiSeq Reagent Kit v2, 500 ciclos (tipo paired-end, 2 x
250 pb), ideal para uma cobertura minima de 2X/amplicon, caso houvesse a maxima
diversidade de sequéncias possiveis, das regides sequenciadas, podendo gerar
cerca de 8.5 Gb de dados com 75% dos pares de bases apresentando o minimo de
Q30% (99,9% de acuracia).

5.3 Anélises de dados
5.3.1 Determinacédo dos haplotipos para os segmentos IIS6 e I11S6

Para a determinacdo de haplétipos a partir das sequéncias brutas obtidas
utilizamos uma estratégia com as seguintes etapas: 1) Separacdo dos fragmentos
[IS6 e 11IS6, a partir da identificacdo das sequéncias dos primers, 2) identificacdo da
populacdo, de acordo com a sequéncia do barcode, 3) resolugcédo dos haplétipos de
ambos os segmentos, a partir de uma série de filtragens para eliminar erros comuns
de sequenciamento. Para tanto, utilizamos a ferramenta SeekDeep (106),
originalmente idealizada para determinacdo de sequéncias de diferentes cepas de
Plasmodium em pacientes humanos, de uma populacao de distintos pacientes. Este
método foi também utilizado por nosso grupo para objetivo semelhante a este,
porém com a espécie Ae. aegypti e com sequenciamento pelo método lonTorrent
(ThermoFisher) (87).

O SeekDeep é um pacote construido em torno do algoritmo qgluster (106),
capaz de construir com precisdo grupos de sequéncias genéticas que representam
haplétipos bioldgicos. O processo para a estimativa de frequéncia de haplétipos de
multiplas populacdes foi realizado da seguinte maneira: as sequéncias foram
inicialmente tratadas pelo extrator (Figura 9), que realizou a etapa de leitura e
filtragem, removendo os primers (Tabela 1) e barcodes.
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Adicionalmente, foram removidas sequéncias drasticamente distintas, por uma
filtragem pare remover possiveis produtos de contaminagdo. O algoritmo gluster foi
entdo aplicado para realizar o agrupamento das sequéncias, a partir de parametros
importantes para minimizar ao maximo 0s erros comuns de acontecer em um NGS
de amplicons. Primeiramente, para a filtragem de qualidade, mantivemos as
sequéncias com uma qualidade média (Q) minima Phred de 20, dentro de um
slidding window de 50 nucleotideos. O pacote FastQC (107) foi utilizado para
monitorar a qualidade das sequéncias antes e depois da filtragem. Em seguida,
apenas as amostras que apresentavam o minimo de 100 reads foram mantidas, e
entdo suas frequéncias haplotipicas foram estimadas. A Ultima etapa consistiu na
comparacao dos haplotipos entre todas as amostras sequenciadas, onde um novo
filtro foi utilizado para remocdo dos haplétipos em baixa frequéncia (<1%), e
daqueles que, além de estarem em baixa frequéncia, diferissem em um Unico

nucleotideo de um haplétipo em alta frequéncia.
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Figura 9: Esquema representativo do processamento de dados brutos de sequenciamento (Adaptado
de (106). Cada barra representa um read gerado no sequenciamento, e cada cor representa uma
sequéncia diferente. As cores anexadas as extremidades das barras representam os diferentes
barcodes utilizados, que sdo removidos entra a primeira e segunda etapa do processo.

5.3.2 Frequéncia e distribui¢cdo dos haplotipos
Foram determinadas as frequéncias de cada haplétipo, por populacdo, como
o total de sequéncias daquele haplotipo pelo total de sequéncias filtradas na
respectiva populacdo, para ambos os segmentos [IS6 e 11IS6. Graficos de
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frequéncia em barra e tipo pizza foram preparados com o software GraphPad Prism,
versao 9.0.2 (GraphPad Software San Diego, CA). A ocorréncia e frequéncia de cada
haplétipo em suas respectivas localidades foi identificada em um mapa. Os
haplétipos foram nomeados de acordo com o segmento [IS6 (2s6) ou IIS6 (3s6),
seguido de um namero e, no caso dos haploétipos do 11S6, adicionou-se A ou B, de
acordo com o clado a que pertencesse o haplétipo, de acordo com as inferéncias
genealdgicas. A composi¢do dos haplétipos 11S6 + 111S6 em fase s6 foi possivel se
obter das popula¢des em que pelo menos um dos segmentos fosse monomorfico, ou

seja, apresentando apenas um haplotipo.

5.3.3 Busca por similaridade

Para avaliar a origem possivel dos haplétipos, foi realizada uma busca por
similaridade de nucleotideos, com a ferramenta BLAST, no GenBank. O critério de
comparacdo adotado considerou, além da sequéncia com maior Bit-Score
encontrada para cada haplético, apenas aquelas que cobrissem 100% de extensdo

dos haplétipos e com taxa de identidade acima de 99%.

5.3.4 Analises Filogenéticas

Os alinhamentos das sequéncias dos haplétipos de cada segmento foram
realizados com o programa Geneious, versao 2020.1.2x (105), e entdo submetidos
ao programa PopArt (108) para construcdo de redes de haplétipos, pelo método
TCS (109), a fim de inferirmos as linhagens genealédgicas entre os haplétipos de
cada segmento Para reconstrucdo da arvore filogenética, foi utilizado o software
IQ-TREE 1.6.12 (110,111), onde as analises complementares consistiram
primeiramente na utilizacdo do Model Finder para determinacdo do melhor modelo
de substituicdo a ser utilizado (112), e o Ultrafast bootstrap (1000 replicatas), que
estima suporte estatistico para os ramos da arvore filogenética inferida ao
alinhamento das multiplas sequéncias haplotipicas, para cada segmento do Nav
(113). As arvores foram geradas para visualizacdo no software FigTree v1.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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6 RESULTADOS
6.1 Criacdo do banco de DNA de Ae. albopictus do Brasil e formacdo dos
pools de DNA/ populagéo

Ao todo, foi extraido o DNA de 998 amostras de Ae. albopictus de geracgéo Fo,
originais de 46 cidades, contemplando as cinco macro-regides brasileiras. O
namero de amostras por populacao consta na

. A quantidade de amostras por populacao variou entre 2 e 30. O rendimento
de DNA foi de 1,1 + 0,1 (média *+ desvio padréo) pug/ amostra. Uma aliquota de cada
amostra foi utilizada para diluicdo a 20 ng/uL em 20 yL para as andlises deste
estudo. O DNA ndo diluido foi catalogado e estocado em ultra-freezer, compondo o
banco de DNA de Ae. albopictus do Brasil, coletados entre 2017/2018. Para a
formacdo dos pools de DNA foram adicionados 20 ng de DNA diluido de cada

amostra ao pool de sua respectiva populacao.

6.2 Amplificacdo de fragmentos correspondentes aos segmentos II1S6 e IlIS6

do Nav e formacao dos pools/fragmento/populacgéo.

As amplificacbes dos fragmentos 1IS6 e IlIS6 de cada pool renderam um
produto de aproximadamente 500 pb, conforme esperado (Figura 3). O produto de
cada segmento (IIS6 e IlIS6) de cada pool de populacdo, ap6s purificado, foi
homogeneizado em concentragcdes equimolares (0,5 - 5ng de DNA do produto

purificado de cada segmento) para a formacgéo do pool 11S6 + I11IS6/ populacéo.
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Figura 10: Exemplo de revelacao de eletroforese em gel de agarose (1%) corado com Nancy-520
(50x) Do 1 ao 5 temos: 1. Marcador de peso molecular (Promega - 2 yL, DNA ladder 100 pb), 2.
Controle negativo da reacéo, 3-5 produtos de PCR de aproximadamente 500 pb da regido 111S6 do
Nay de pools de DNA de Aedes albopictus.

6.3 Sequenciamento: filtragem das sequéncias e determinacdo dos

haplétipos

Foram obtidas cerca de 14,8 milhdes de sequéncias referentes as regides 11S6
e llIS6 do Nay, de populacdes de Ae. albopictus de 46 municipios brasileiros,
alocadas em 8,95 Gbp. A porcentagem de dados gerados com Q30%, probabilidade
de 1 erro a cada 1000 pb (99,9 % de acuracia), foi de 79,1%. Portanto, apos
filtragem de qualidade o total utilizado de sequéncias para proxima etapa de analise
foi de 13,5 milhdes de sequéncias.

A partir da filtragem das sequéncias, utilizando o pacote SeekDeep, mais
sequéncias foram retiradas, restando 10,05 milhdes de sequéncias para as anélises
de determinacdo dos haplétipos. Os dados geopoliticos de localizacdo, numero de
sequéncias obtidas, descartadas e utilizadas, e a identificagdo de barcode na
biblioteca NGS das localidades estéo listadas no Quadro 1.

. Foi observado uma alta cobertura de sequenciamento mesmo em Jaru (RO),
populacdo com o menor numero de reads (88 mil), onde se obteve uma cobertura
aproximada de 10,18x/amplicon. Enquanto em Santarém, populacdo com o maior
namero de reads (1,17 milhdes), a cobertura foi de aproximadamente

121x/amplicon.

27



Ao todo, foram analisadas sequéncias de 11 populacfes da regido Nordeste,

11 da regidao Norte, nove da regidao Centro-oeste, 11 da regido Sudeste e trés

populacdes da regido Sul. O fragmento 11IS6 da populacdo de Posse né&o foi

sequenciado, totalizando 45 populacdes.

Quadro 1: Dados das populactes de Ae. albopictus avaliadas: localizacdo geografica, total de

sequéncias obtidas e utilizadas, e identificacdo na biblioteca NGS.

Regido Estado Cidade Latitude Longitude Mosquitos Sequéncias (n total) Sequéncias excluidas  Sequéncias utilizadas Index Index 2
Norte Amazonas Parintins -2.637 -56.729 16 357.1586 124.488 232.668 AGGCAGAA AAGGAGTA
Norte Para Altamira -3.198 -52.210 16 375 569 146.262 229307 AGGCAGAA CTAAGCCT
Norte Para Itaituba -4.267 -565.993 20 150.987 46.991 103.996 TAGGCATG AGAGTAGA
Norte Para Redencdo -8.025 -50.032 2 334903 70.910 263.993 TCCTGAGC GCGTAAGA
Norte Para Santarém -2.450 -54.700 30 1.173.273 360.217 813.056 TAAGGCGA CTAAGCCT
Norte Para Tucurui -3.767 -49.670 30 144941 83.311 61.630 TAAGGCGA AGAGTAGA
Norte Rondénia Cacoal -11.434 -61.456 20 329.150 91.838 237312 TAAGGCGA AAGGAGTA|
Norte Rondénia Jaru -10.432 -62.479 30 88.791 36.328 52.463 TAAGGCGA GTAAGGAG
Norte Rondénia Porto Velho -8.761 -63.900 30 455272 144.529 310,743 TAAGGCGA ACTGCATA
Norte Tocantins Araguaina -7.192 -48.204 30 200.061 39360 160.701 TCCTGAGC CTCTCTAT
Norte Tocantins Palmas -10.249 -48.324 10 227 453 76.559 150.894 TCCTGAGC TATCCTCT

Nordeste Alagoas Maceid -9.649 -35.708 30 348.754 57.431 291.323 TAGGCATG CTCTCTAT
Nordeste Bahia Brumado -14.196 -41.680 2 226.469 121.876 104.593 AGGCAGAA GCGTAAGA
Nordeste Bahia Salvador -12.977 -38.501 16 212126 81.018 131.108 CGTACTAG GTAAGGAG
Nordeste Pernambuco Palmares -8.676 -35.582 30 267.363 93.095 174.268 CGTACTAG CTCTCTAT
Nordeste Pemambuco Recife -8.052 -34.928 30 214 380 77.288 137.092 CGTACTAG GCGTAAGA
Nordeste Piaui Floriano 6.776 -43.022 30 965.424 363.386 602.038 TAAGGCGA GCGTAAGA|
Nordeste Piaui Parnaiba -2.905 -41.773 30 771.700 252 935 518.765 TAAGGCGA CTCTCTAT
Nordeste Piaui Teresina -5.044 -42.766 30 434179 179.967 264212 TAAGGCGA TATCCTCT
Nordeste  Rio Grande do Norte Natal 5.779 -35.200 14 211 954 70171 141.783 CGTACTAG ACTGCATA
Nordeste Sergipe Aracaju -10.947 -37.073 26 302.818 129.080 173.736 AGGCAGAA CTCTCTAT
Nordeste Sergipe Nossa Senhora da Gléria  -10.215 -37.421 7 348.335 129.606 218.729 AGGCAGAA TATCCTCT
Centro-oeste Distrito Federal Brasilia -15.826 -47.921 9 127.378 31.663 95.715 TCCTGAGC AGAGTAGA
Centro-oeste Goias Goiania -16.687 -49.262 29 211966 38.809 173.157 GGACTCCT AAGGAGTA
Centro-oeste Goias Ipora -16.440 -61.117 8 387.315 50.474 327841 GGACTCCT CTAAGCCT
Centro-oeste Goias Posse -14.084  -46.366 30 303.610 96.816 206.794 TAGGCATG GTAAGGAG
Centro-oeste Mato Grosso Agua Boa -14.047 -52.159 10 319.929 86.325 234604 GGACTCCT AGAGTAGA
Centro-oeste Mato Grosso Alta Floresta -9.867 -56.087 30 516523 121414 395.109 GGACTCCT TATCCTCT
Centro-oeste Mato Grosso Barra do Gargas -15.889 -52.263 13 377153 129279 247874 AGGCAGAA GTAAGGAG
Centro-oeste Mato Grosso Confresa -10.657  -51.570 30 555.926 149.825 406.101 GGACTCCT GTAAGGAG
Centro-oeste Mato Grosso do Sul Coxim -18.503 -54.633 8 147391 57.535 80.856 CGTACTAG AGAGTAGA
Centro-oeste Mato Grosso do Sul Dourados -22.129 -54.826 a 119.763 52.166 67.597 CGTACTAG AAGGAGTA

Sudeste Espirito Santo Cachoeiro de Itapemirim  -20.846 -41.120 30 257.207 43983 213224 TCGCTGAGC GCTAAGCCT

Sudeste Espirito Santo Nova Venécia -18.707 -40.395 29 229.690 57.664 172.026 GGACTCCT GCGTAAGA|

Sudeste Espirito Santo Vitoria -20.295 -40.295 12 115.843 48.485 67.358 TCCTGAGC AAGGAGTA

Sudeste Minas Gerais Belo Horizonte -19.916 -43.934 30 307 905 58.167 249738 GGACTCCT CTCTCTAT

Sudeste Minas Gerais Governador Valadares ~ -18.855 -41.956 27 474 355 89.281 385.074 GGACTCCT ACTGCATA

Sudeste Minas Gerais Teofilo Otoni -17.885 -41.521 30 143.596 95.006 48.590 AGGCAGAA AGAGTAGA

Sudeste Rio de Janeiro Angra dos Reis -23.006 -44.318 30 245290 55.104 190.186 TCCTGAGC ACTGCATA

Sudeste Rio de Janeiro Campos dos Goytacazes -21.758 -41.326 17 238.008 79594 158412 CGTACTAG TATCCTCT

Sudeste Rio de Janeiro Rio de Janeiro -22.906 -43.172 30 252 873 70.622 182.251 TCCTGAGC GTAAGGAG

Sudeste Rio de Janeiro Volta Redonda -22.487 -44.077 30 351.322 112.237 238.085 TAGGCATG GCGTAAGA

Sudeste Séo Paulo S&o Sebastido -23.806 -45.401 1" 209.275 133474 75.801 CGTACTAG CTAAGCCT

Sul Parana Londrina -23.304 -51.169 16 333223 153.548 179.675 AGGCAGAA ACTGCATA

Sul Rio Grande do Sul Santa Maria -29.687 -63.812 2 293.058 65.797 227.261 TAGGCATG ACTGCATA

Sul Santa Catarina Chapecd -27.100 -52.615 30 226.009 172.527 53.482 TAGGCATG TATCCTCT
Total: 998 14.885.662 4.834.441 10.051.221

6.4 Diversidade nucleotidica da regido 11S6 do Nav

As analises do segmento

variando entre 314 pb e 334 pb

[IS6 resultaram na deteccdo de 20 haplotipos,

(Tabela 2).

O alinhamento mudltiplo evidenciou a

presenca de um total de 60 sitios polimorficos nas sequéncias, dentre os quais 27

sitios sdo parcimoniosamente informativos. Oito sitios polimérficos estdo no éxon 20,

e quatro deles estdo no éxon 21. Nenhuma substituicdo ndo-sindnima foi encontrada

entre os 12 sitios polimérficos nos éxons 20 e 21, ou seja, nenhum sinal de alguma
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mutacdo kdr no segmento 11IS6. O intron 20 apresentou 48 sitios variaveis, com
insercdes e delegbes (indels).
Tabela 2: Diversidade de haplétipos do segmento [IS6 do Nay de Ae. albopictus do Brasil. (Nome de

identificacdo, frequéncia ao final das analises, quantidade de populacdes em que foram encontrados,
ndmero de leituras no NGS e tamanho da sequéncia).

Haplotipos Frequéncia Populagcbes Reads Tamanho
(pb)
2s6.00 35,97% 37 580564 314
2s6.01 9,64% 32 145155 331
2s6.02 20,46% 25 355901 334
2s6.03 7,66% 17 134723 325
2s6.04 4,63% 17 66466 326
2s6.05 3,64% 13 66494 334
2s6.06 3,02% 11 48794 331
2s6.07 1,15% 11 18372 333
2s6.08 2,54% 7 30845 334
2s6.09 0,76% 7 12118 334
2s6.10 1,81% 6 26102 331
2s6.11 1,39% 5 24935 325
2s6.12 0,53% 5 8857 334
2s6.13 1,59% 4 29951 325
2s6.14 1,35% 3 24705 317
2s6.15 1,13% 3 19311 332
2s6.16 1,10% 3 20223 314
2s6.17 0,26% 3 4695 326
2s6.18 0,94% 2 15973 330
2s6.19 0,43% 2 8057 328

A reconstrucdo da éarvore filogenética, considerada o melhor modelo de
substituicdo [escolhido a partir do Critério Bayesiano de Schwarz (BIC) através do
ModelFinder (112), foi o K2P+l (114), cuja arvore de méaxima verossimilhanca
agrupou os haplétipos em dois grupos, clado A (n = 12) e clado B (n = 8) (Figura 11)
ainda que com um bootstrap baixo, de 76%. Uma das principais diferencas entre os
dois clados se deve a variagdes no tamanho do intron 20, similar ao ocorrente na
regido homodloga em Ae. aegypti (115). Os haplétipos do clado B apresentam
sequéncia de tamanho inferior a 330 pb (Tabela 2), enquanto os haplétipos do clado
A apresentam sequéncias de tamanho maior que 330 pb, com excecao do haplétipo
2s6.14 A, que possui 317 pb e é o mais proximo do clado B, como pode ser
observado na rede de haplétipos (Figura 12). Os haplotipos 2s6.02_B e 2s6.09 B,
pertencentes ao clado B, diferem em apenas um nucleotideo do intron 20, de modo
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que foram agrupados como uma sequéncia unica na rede de haploétipos (Figura 12).
Adicionalmente, compartilham o mesmo ramo na arvore de verossimilhanca (Figura
11).

30



' 2s6.08

93

1 286.12

. 2s6.09
100

— 2s6.02

' 2s6.18

| 256.10
75
L 2615
L 256,06
L 26605
| 266.07
76 L—— 256,01
(1 CladoA
Clado B
| 2s6.14 o, e
® 256.04
@ 2s6.17
® 256.19
78
—————————————@ 256.00
98
L o 2s6.16
75 ® 2s6.11

@ 256.03

97

® 2s6.13

Figura 11: Arvore filogenética da regido 11S6 do Na, construida pelo método de maxima
verossimilhanca, com o modelo de substituicdo nucleotidica Kimura 2 parametros (K2P+1). A arvore é
um consenso construido a partir de 1000 replicatas bootstrap. Os valores de bootstrap maiores que
75 %, obtidos mediante 1000 permutacdes estéo indicados em parénteses (%).
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Figura 12: Rede de hapl6tipos da regido [1IS6 do Nay de Ae. albopictus do Brasil. A rede é baseada na genealogia calculada pelo método TCS (109). Os haplétipos
estdo representados por pontos amarelo (clado A) ou azul (clado B) e indicados por seu respectivo nome. As linhas tracejadas entre os pontos representam
eventos mutacionais entre os haplétipos conectados. *Os hapl6tipos 2s6.02 e 2s6.09 estdo representados como um unico haplétipo, visto que diferem em apenas
um nucleotideo em uma regido do alinhamento que contém gap (os sitios que contém gaps no alinhamento nao sao considerados na rede de haplétipos TCS)
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O haplotipo 2s6.00_B foi o encontrado em maior frequéncia, com o total de 35,97%
e lido cerca de 580 mil vezes no processo de sequenciamento (Tabela 2), sendo
identificado em 37 das 45 populacdes analisadas, variando, entre as localidades onde
apareceu, de 2,9 (Recife, PE) a 98,7% (Redencéo, PA) (Tabela 2 e Figura 13). Ja o
haplétipo com menor frequéncia média foi 0 2s6.17_B (0,26%), lido cerca de 4,6 mil vezes
e identificado em trés populacdes, todas do Espirito Santo (Vitoéria, Cachoeiro do
Itapemirim e Nova Venécia), no Sudeste do pais (Figura 15). Assim como o0 2s6.17 B, o
haplétipo 2s6.16_B também é exclusivo de populacdes do Espirito Santo. Isto sugere que
i) os haplotipos 2s6.17_B e 2s6.16_B tenham emergido em populacfes desta regido, ou
gue ii) uma invaséo recente de uma populacdo distinta de Ae. albopictus na regido do
Espirito Santo tenha trazido novos hapl6tipos para o pool génico dessas populacdes.
Seja como for, a rede de haplotipos sugere que o haplétipo 2s6.17 A tenha derivado a
partir do haplétipo 2s6.04_B, sendo o haplétipo 2s6.00_B o mais préximo ao 2s6.16_A
(Figura 12). Esses haplétipos 2s6.04_B e 2s6.00_B, por sua vez, estdo amplamente
distribuidos (Tabela 2 e Figura 15).
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Tabela 3: Frequéncia dos haplétipos referentes ao segmento 11S6 do Nay de populac8es Brasileiras de Ae. albopictus

Clado A Clado B

Regido Estado Localidade 2s6.1 2s6.2 2s6.5 2s6.6 2s6.7 2s6.8 256.9 2s6.10 2s6.12 2s6.14 2s6.15 256.18 2s6.00 2s6.3 2s6.4 2s6.11 2s56.13 2s6.16 2s6.17 2s56.19 Clado A Clado B
Norte AM Parintins 0.036 0.067 0.019 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.071 0362 0 0.270 0.175 0 0 0 0.122 0.878
PA Altamira 0 0570 0 0 0.017 0 0 0 0.064 O 0 0 0.301 0.048 0 0 0 0 0 0 0.651 0.349

PA Itaituba 0 0.112 0.044 0 0 0.093 0 0 0 0 0 0 0.201 0405 O 0144 0 0 0 0 0.249 0.751

PA Redengédo 0.013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0987 0 0 0 0 0 0 0 0.013 0.987

PA Santarém 0 0 0.082 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.287 0549 0 0.082 0 0 0 0 0.082 0.918

PA Tucurui 0.053 0.199 0.062 0.172 0122 0 0 0 0 0 0 0 0392 0 0 0 0 0 0 0 0.608 0.392

RO Jaru 0.013 O 0 0 0 0 0 0 0.059 O 0 0 0.570 0331 0 0 0.028 0 0 0 0.072 0.928

RO Porto Velho 0.013 0.244 0.045 O 0 0 0.057 0 0 0 0 0 0.260 0.249 0.017 0.115 0 0 0 0 0.358 0.642

RO Cacoal 0.132 0.201 O 0 0 0 0.062 0 0.087 0 0 0 0.039 0 0 0.012 0.467 0 0 0 0.482 0.518

TO Araguaina 0 0.344 0.132 0.051 0.026 0.218 0 0 0 0 0 0 0.206 0.022 0 0 0 0 0 0 0.771 0.229

TO Palmas 0.664 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0336 0 0 0 0 0 0.664 0.336

média 0.084 0.158 0.035 0.020 0.015 0.028 0.011 O 0.019 0 0 0 0.301 0.179 0.032 0.057 0.061 0O 0 0 0.370 0.630

Nordeste AL Maceid 0 1.000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.000 0.000
BA Salvador 0.134 0327 O 0.085 0.041 O 0 0109 O 0 0.042 O 0141 0 0120 O 0 0 0 0 0.739 0.261

BA Brumado 0 0 0 0 0 0 0 0501 O 0 0 0 0 0 0499 0 0 0 0 0 0.501 0.499

PI Floriano 0.065 0.608 0.031 0 0 0117 0 0 0 0 0 0 0.120 0.059 0 0 0 0 0 0 0.820 0.180

PI Parnaiba 0.083 0.677 0.130 O 0.038 0 0 0 0 0 0 0 0.038 0 0.034 0 0 0 0 0 0.928 0.072

PI Teresina 0.074 0.609 0.015 0.036 0.073 0 0 0 0 0 0 0 0.170 0.022 0 0 0 0 0 0 0.808 0.192

PE Palmares 0 0.825 0 0.097 0.061 0 0 0 0.017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.000 0.000

PE Recife 0 0.697 0 0.240 0.021 O 0 0 0013 O 0 0 0.029 O 0 0 0 0 0 0 0.971 0.029

RN Natal 0.014 0.706 0 0122 0 0 0 0 0 0 0 0158 0 0 0 0 0 0 0 0 1.000 0.000

SE Aracaju 0 0501 0 0358 0 0 0 0 0 0 0 0 0141 0 0 0 0 0 0 0 0.859 0.141

SE NSra da Gléria 0654 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0185 0 0 0 0 0.161 0.654 0.346

média 0.093 0.541 0.016 0.085 0.021 0.011 0O 0.055  0.003 0 0.004 0.014 0.058 0.007 0.076 0 0 0 0 0.015 0.844 0.156

Centro- DF Brasilia 0 0.047 0 0 0.017 0 0 0 0 0 0 0 0.532 0404 O 0 0 0 0 0 0.064 0.936
Oeste GO Goiania 0.019 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0981 0 0 0 0 0 0 0 0.019 0.981
GO Ipora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 098 0 0.015 0 0 0 0 0 0.000 1.000

MS Coxim 0.016 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0984 0 0 0 0 0 0 0 0.016 0.984

MS Dourados 0.034 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0938 0 0.028 0 0 0 0 0 0.034 0.966

MT B. das Gargas 0.054 0.762 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0184 0 0 0 0 0 0 0 0.816 0.184

MT Alta Floresta 0.017 0.076 0.082 0.048 0 0.116 0 0 0 0 0 0.267 0393 0 0 0 0 0 0 0 0.607 0.393

MT Agua Boa 0030 O 0863 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.107 O 0 0 0 0 0 0.893 0.107

MT Confresa 0.032 0217 0.099 0 0.067 0.142 0 0 0 0 0 0 0443 0 0 0 0 0 0 0 0.557 0.443

média 0.023 0.122 0.116 0.005 0.009 0.029 0 0 0 0 0 0.030 0.605 0.057 0.005 0 0 0 0 0 0.334 0.666

Sudeste  ES Cach. do Itapemirim 0.103 0 0 0 0 0 0 0.020 0 0 0 0 0.256 0.359 0.053 0 0 0.171 0.039 0 0.123 0.877
ES Nova Venécia 0153 0 0 0 0 0 0 0.019 O 0178 0 0 0442 0 0.046 0 0 0.130 0.034 0 0.349 0.651

ES Vitoria 0.174 0.012 0 0 0 0 0 0 0 0387 0 0 0.055 0.132 0 0 0 0.196 0.042 0 0.574 0.426

MG Belo Horizonte 0.045 0.132 0 0 0 0 0.066 0.000 O 0 0 0 0737 0 0.020 O 0 0 0 0 0.243 0.757

MG Gov. Valadares 0.155 0 0 0 0 0 0 0.138 0 0 0 0 0471 0 0.161 0 0.045 0 0 0.030 0.294 0.706

MG Tedfilo Otoni 0.381 0.097 O 0 0 0 0.068 0.029 O 0.042 0 0 0325 0 0.059 0 0 0 0 0 0.616 0.384

RJ Angra dos Reis 0.029 0 0 0 0 0.034 0 0 0 0 0 0 0.908 0 0.029 0 0 0 0 0 0.063 0.937

RJ Cps dos Goytacazes 0.062 0.035 0.033 0.056 0.034 0 0 0 0 0 0 0 0.675 0.104 0 0 0 0 0 0 0.220 0.780

RJ Rio de Janeiro 0.026 0.140 O 0.095 0 0 0.039 0 0 0 0276 0 0310 0.113 0 0 0 0 0 0 0.577 0.423

RJ Volta Redonda 0 0 0 0 0 0 0.013 0 0 0 0192 0 0.628 0.167 0.000 O 0 0 0 0 0.205 0.795

SP Sdo Sebastido 0.090 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0.000 O 0.822 0.014 0.074 0 0 0 0 0 0.090 0.910

média 0.111 0.038 0.003 0.014 0.003 0.003 0.017 0.019 0 0.055 0.043 0 0.512 0.081 0.040 0 0.004 0.045 0.010 0.003 0.305 0.695

Sul PR Londrina 0302 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 058 0 0.074 0 0 0 0 0 0.340 0.660
RS Santa Maria 0.664 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0336 0 0 0 0 0 0.664 0.336

SC Chapeco 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0576 0 0 0 0 0 0 0 0.424 0.576

média 0322 0 0 0 0 0.141  0.012 0 0 0 0 0 0387 0 0.137 0 0 0 0 0 0.476 0.524

média total 0.096 0.205 0.036 0.030 0.012 0.025 0.008 0.018 0.005 0.013 0.011 0.009 0.360 0.077 0.046 0.014 0.016 0.011 0.003 0.004 0.470 0.530
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A numeracdo do cbédon segue aquela apresentada para o Nav de Musca
domestica, como de praxe. Assim sendo, as substituicdes sinGnimas identificadas no
éxon 20 nos codons 962 (GAC/GTA, 2s6.07_A), 968 (TTC/TTT, haplotipo 2s6.16_B),
980 (GTG/GTA, 2s6.15_A), 993 (TGC/TGT, 2s6.07_A) e 1001 (TGT/TGC, 2s6.05_A)
foram encontradas, cada uma, em um Unico hapl6tipo. Outras substituicdes foram
compartilhadas por hapldtipos distintos: codons 981 (CGG/CGA, 2s6.00 B e
2s6.03_B), 1006 (TTG/TTA, 2s6.08_A e 2s6.12_A) e 993 (TGC/TGT, haplétipos
2s6.00_B, 2s6.03_B, 2s6.16 B e 2s6.07_A). Conforme sugerido pela analise da
rede de haplétipos (Figura 12), a substituicdo no cédon 1006 (compartilhada por
2s6.08_A e 2s6.12_A) deve ter tido origem Unica, assim como a do cédon 981, entre
0s haplotipos 2s6.00 B e 2s6.03 B, e no cédon 993 entre 2s6.00_ B, 2s6.03 B e
2s6.16_B. No entanto, a substituicdo neste codon 993 provavelmente tem origem
distinta e convergente entre a que se encontra nestes haplotipos do clado B, com
relacéo e ao 2s6.07_A.
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Figura 13: Frequéncia de haplétipos do segmento [1S6 do Na, em populacdes de Ae. albopictus agrupadas por regiao do Brasil. Os diferentes haplotipos estéo
representados em cores nas barras de cada populagdo. As macro-regides geograficas de cada localidade estéo indicadas (N, NE, CO, SE e S).
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No éxon 21, foi identificada uma mutacéo sinénima no cédon 1016 (GTA/GTG, haplétipo 2s6.05_A) (Anexo 1). Vale destacar que o
cédon 1016 é um sitio convergente de mutacdes kdr em Ae. albopictus e Ae. aegypti. Adicionalmente, mutacbes nos codons 1026
(TCCI/TCT), 1031 (TCG/TCA) e 1041 (CCG/CCA) foram identificadas nos haplétipos 2s6.11 A, 2s6.17_B e 2s6.12_A, respectivamente.

As populacdes de Ae. albopictus das cidades de Salvador (BA) e Porto Velho (RO) apresentaram a maior variedade de haplotipos
(n = 8) em sua amostragem. A menor variedade (n = 2) foi encontrada nas populacdes de Brumado (BA), Redencédo (PA) e Santa Maria
(RS), justamente as populacdes com menor quantidade de amostras. Curiosamente, a populacdo de Maceidé (AL, n = 30) apresentou
um anico haplétipo (2s6.02_A), sugerindo que esta populacao deve ser altamente homogénea. Populacdo de Aracaju, capital do estado
vizinho, também apresentou baixa diversidade haplotipica, onde apenas trés haplétipos (2s6.00_B; 02_A e 06_A) foram encontrados no
pool de 28 mosquitos.

De forma geral, embora tenhamos observado uma alta diversidade de haplotipos, observamos uma certa tendéncia a
regionalizacao (Figura 15). Por exemplo, considerando todas as populagbes, a frequéncia média de haplétipos do clado B foi
ligeiramente maior (53 e 47% de haplétipos dos clados B e A, respectivamente), apesar deste clado ter menos haplétipos. Contudo, a
frequéncia média das populacdes da regido Nordeste foi maior para os haplétipos do clado A (85,4 e 14,6% para os clados A e B,

respectivamente (Tabela 3 e Figura 14).
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Regido  Estado N¢ Localidade

Norte AM 1 Parintins
PA 2 Altamira
PA 3 Raituba
PA 4 Redengdo
PA S Santarem
PA 6 Tucurul
RO 7 Cacoal
RO 8 Jaru
RO 9 Porto Velho
TO 10 Araguaina
TO 11 Palmas
: Nordeste AL 12 Maceio
) BA 13 Salvador
/ BA 14 Brumado
Pl 15 Floriano
L Clado A Pl 16 Parnaiba
= C'ado B Pl 17 Teresina
PE 18 Recife
Y PE 19 Palmares
) AN 20 Natal
y SE 21 Aracaju
e SE 22 NSra da Gléria
Centro- DF 23 Brasilia
Oeste GO 24 Goiania
GO 2S lpora
GO 26 Posse
MsS 27 Coxm
MS 28 Dourados
MT 29 B. das Gargas
MT 30 Alta Floresta
MT 31 Agua Boa
MT 32 Confresa
Sudeste ES 33 Cach, do Itapemirim
ES 34 Nova Venécla
ES 35 Vitoria
MG 36 Belo Horizonte
MG 37 Gov. Valadares
MG 38 Tedfilo Otoni
R 39 Angra dos Reis
R 40 Cp dos Goytacazes
R 41 Rio de Janeiro
RJ 42 Voita_Redonda
sp 43 S30 Sebastiao
Sul PR 44 Londrina
RS 45 Santa_Maria
SC 45 Chapecd

Figura 14: Distribuicdo de haplotipos do fragmento 11S6 do gene do canal de sodio de Ae. albopictus do Brasil, classificados em clados A e B.
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O haplotipo 2s6.02_A_ teve sua maior frequéncia média entre as populacdes
de Ae. albopictus da regido nordeste (56,2%), enquanto as medias regionais deste
haplétipo ficaram abaixo de 25% (e ausente na regido sul) nas populacbes das
demais regifes. Os haplotipos 2s6.11_B e 2s6.13 B s&o exclusivos das populacdes
da regido Norte, com excec¢ao da populacao de Governador Valadares, no Sudeste
do pais, que apresentou 0 haplotipo 2s6.13 B. Interessantemente, o haplétipo
2s6.19 B foi exclusivamente encontrado nas populacdes de Nossa Senhora da
Gléria (Nordeste) e Governador Valadares. Por outro lado, o haplétipo 2s6.9 A foi
observado em populacdes do Norte (PA e RO) e do Sudeste (RJ e MG).
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Regido  Estado Ne¢ Localidade

Norte AM 1 Parintins
PA 2 Altamira
PA 3 ltaituba
PA 4 Reden¢do
PA S Santarem
PA 6 Tucurui
RO 7 Cacoal
RO 8 Jaru
RO 9 Porto Velho
TO 10 Araguaina
TO 11 Palmas
Nordeste AL 12 Maceio
BA 13 Salvador
- 286'00 BA 14 Brumado
Pl 15 Floriano
- 256 01 Pl 16 Parnaiba
Pl 17 Teresina
- 25602 PE 18 Recife
PE 19 Palmares
- 256'03 RN 20 Natal
- 256.04 SE 21 Aracaju .
SE 22 NSra da Gléria
- 28605 Centro- DF 23 Brasilia
[ ] 2s6.06 Oeste GO 24 Goiania
GO 25 Ipora
- 256.07 GO 26 Posse
MS 27 Coxim
- 236~08 MS 28 Dourados
MT 29 B. das Gargas
- 25609 MT 30 Alta Floresta
—l 236 1 0 MT 31 Agua Boa
2 6 1 1 MT 32 Confresa
SO.
Sudeste ES 33 Cach. do Itapemirim
M 2s6.12 £ 34 Nova Venécia
ES 35 Vitoria
256'1 3 MG 36 Belo Horizonte
256 14 MG 37 Gov. Valadares
i MG 38 Tedfilo Otoni
|| 256 1 5 R 39 Angra dos Reis
RJ 40 Cp dos Goytacazes
256. 1 6 R 41 Rio de Janeiro
R 42 Volta_Redonda
- 2561 7 SP 43 S3o Sebastiao
236 3 1 8 Sul PR 44 Londrina
2s6.19 RS 45 santa Maria
sC 46 Chapecod

Figura 15: Distribuicdo de haplotipos do segmento 11S6 do Nay, em populagdes de Ae. albopictus do Brasil. Cada circulo corresponde a uma localidade analisada
neste estudo, as diferentes cores representam os diferentes haplétipos encontrados e suas respectivas frequéncias
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6.5 Diversidade nucleotidica do segmento 111IS6 do Nav

Ao todo, consideramos em nossas analises 24 haplétipos distintos referentes
ao segmento IlIS6 do Nav de populagbes de Ae. albopictus do Brasil. Havia ainda
dois haplotipos adicionais, que eram altamente distintos dos demais, presentes nas
populacbées de Natal, Dourado, Sdo Sebastido, Aracaju, Parintins e Chapecd. Uma
busca no GenBank, utilizando a ferramenta BLAST, evidenciou uma maior
similaridade destes haplotipos com sequéncias de Ae. aegypti, 0 que nos apontou
evidéncia de alguma contaminacdo com esta espécie. Sendo assim, amplificamos e
sequenciamos (Sanger) fragmento do gene mitocondrial citocromo C oxidase |
[(COI) utilizado como marcador para identificacdo de espécie] e o fragmento do I11S6
do Nav dos individuos das populagbes onde aqueles hapl6tipos foram encontrados.
Em alguns individuos, de fato, os haplotipos diferenciados foram confirmados,
paralelamente a comprovacao de se tratar de Ae. aegypti, como indicado pelas
sequéncias do COI dessas mesmas amostras (dados ndo mostrados). Desta forma,
os haplétipos foram excluidos da analise. Provavelmente a filtragem do SeekDeep
deve ter excluido as sequéncias de Ae. aegypti para o segmento 1IS6, mas nao foi
restringente o suficiente para excluir as do 111IS6. Como em Chapecd s6 foram
observados aqueles dois haplétipos, esta populacdo foi retirada da andlise para
determinacao dos haplétipos do segmento 111IS6 (Anexo 2).

As populacdes apresentaram diferentes perfis haplotipicos (Tabela 4), desde,
desde Santa Maria, Unica populacdo homogénea onde foi encontrado apenas um
haplétipo (3s6.00) a Posse, em Goias, onde foram encontrados nove haplotipos
diferentes. Nas localidades de Salvador, Porto Velho, Confresa, Araguaina e Porto
Velho, foram encontrados oito haplotipos distintos. As populacfes de Parnaiba,
Cacoal e Itaituba apresentaram sete hapl6tipos. Outras 23 populacfes apresentaram
entre quatro e seis haplotipos.
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Tabela 4: Diversidade de haplétipos da regido 111S6 de Ae. albopictus do Brasil. (Nome de
identificacdo, frequéncia ao final das analises, quantidade de populacdes em que foram encontrados,
ndmero de leituras no NGS e tamanho da sequéncia).

Haplotipos  Frequéncia PopulacBes Reads Tamanho
(pb)
3s6.00 67,77% 44 626082 415
3s6.01 9,51% 31 91610 416
3s6.02 4,52% 29 42791 431
3s6.03 5,76% 20 47730 415
3s6.04 2,24% 11 13915 430
3s6.05 1,81% 10 15748 433
3s6.06 2,67% 9 26081 430
3s6.07 0,87% 6 8490 417
3s6.08 0,57% 6 4523 431
3s6.09 0,53% 5 3362 431
3s6.10 0,47% 5 4490 416
3s6.11 0,36% 5 2860 415
3s6.12 0,26% 4 2810 433
3s6.13 0,22% 4 2353 415
3s6.14 0,36% 3 4169 428
3s6.15 0,36% 3 2297 431
3s6.16 0,34% 3 1969 422
3s6.17 0,24% 3 1927 416
3s6.18 0,17% 3 1200 418
3s6.19 0,32% 2 3078 416
3s6.20 0,20% 2 2286 418
3s6.21 0,19% 2 1852 415
3s6.22 0,17% 2 2042 431
3s6.23 0,09% 2 1068 431
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Tabela 5: Frequéncia dos haplétipos referentes ao segmento I11IS6 do Nay de populacbes Brasileiras de Ae. albopictus

Frequéncia dos haplétipos

Regido b tado Localidade 356.00 356.01 3s6.02 3s6.03 3s6.04 356.05 3s6.06 3s6.07 3s6.08 3s6.09 3s6.10 3s6.11 3s6.12 3s6.13 3s6.14 3s6.15 3s6.16 3s6.17 3s6.18 3s6.19 356.20 3s6.21 3s6.22 3s6.23
Norte  AM _ Parintins 0,960 0 0,040 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ) 0 ) 0 )
PA  Altamira 0765 0,130 0,035 0,048 0 0023 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PA  Itaituba 0,805 0 0024 0056 0,036 0 0 0 0 0024 0021 0035 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PA  Redencdo 0,944 0 0056 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PA  Santarém 0442 0024 0,155 0 0289 0 0 0 0 0041 0 0 0,049 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PA  Tucurui 0901 0025 0021 0,039 0 0 0 0015 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

RO Cacoal 0,715 0 0 0026 0,053 0 0 0 0057 0 0 0034 0 0 0,069 0 0045 0 0 0 0 0 0

RO Jaru 0,639 0 0210 0 0132 0 0 0 0019 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 o 0

RO Porto Velho 0360 0,110 0084 0260 0,093 0 0 0 0 0,048 0 0 0 0 0022 0023 0 0 0 0 0 0 0 0

TO  Araguaina 0677 0024 0059 0,070 0 0058 0 0023 0076 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0013 0 0 0 0 0

TO  Palmas 0548 0241 0,088 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0123 0 0 0 0 0 0 0 0 0

média 0,705 0,050 0,070 0045 0,055 0,007 0,000 0,003 0014 0010 0002 0006 0004 0000 0015 0008 0000 0004 0001 0,000 0000 0,000 0,000 0,000

Nordeste AL Maceid 0277 0114 0 0,509 0 0,100 ) 0 0 0 ) 0 0 0 ) 0 0 0 0 0 ) ) 0 )
BA  Salvador 0,645 0,126 0,096 0 0013 0 0120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BA  Brumado 0 0521 0 0 0 0 0479 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PI Floriano 0,719 0 0013 0,268 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PI Parnaiba 0746 0,016 0 0108 0050 0018 0,025 0 0 0 0 0036 0 0 0 0 o 0 o 0 o 0 o 0

PI Teresina 0,739 0 0 0197 0 0037 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0026 0 0 0 o 0

PE Recife 0,532 0,080 0 0,240 0 0025 0 0122 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PE Palmares 0,295 0,056 0 0082 0 0451 0 0083 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0033 0 0 0 0 0

RN Natal 0434 0,106 0 0279 0 0041 0019 0,060 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0061 0

SE Aracaju 0627 0084 0029 0,41 0 0 0 0,106 0 0 0 0 0 0 0013 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SE NSra da Gloria 0,854 0,087 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,059 0 0 0

média 0533 0,108 0,013 0166 0006 0061 0058 0034 0000 0,000 0000 0003 0000 0000 0001 0000 0000 0000 0,005 0,000 0005 0,000 0,006 0,000

Centro- DF  Brasilia 0672 0328 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Oeste GO  Goiania 0,670 0,105 0 0 0 0 0 0 0 0 0036 0 0 0 0 0 0 0 0 0119 0,070 0 0
GO Ipora 0493 0420 0,022 0 0 0 0039 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0027 0 0 0

GO Posse 0,678 0 0041 0059 0,066 0 0 0 0021 0045 0038 0040 0,012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MSs  Coxim 0730 0119 0,078 0 0 0 0073 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ms  Dourados 0423 0249 0,293 0 0 0 0 0 0 0 0 0016 0,019 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MT  B.do Garas 0883 0019 0012 0073 0 0013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MT  Alta Floresta 0,812 0 0027 0 0 0 0 0 0 0 0,060 0 0 0056 0 0 0 0 0 0 0 0015 0,030 0

MT  AguaBoa 0,989 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0011 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MT  Confresa 0717 0037 0069 0,052 0 0 0 0 0022 0 0,050 0 0 0 0 0 0 0,030 0 0023 0 0 0 0

média 0,707 0128 0054 0018 0007 0001 0011 0000 0004 0004 0019 0006 0003 0007 0,000 0000 0000 0003 0000 0014 0003 0,008 0,003 0,000

Sudeste  ES Cach. do Itapemirim 0853 0086 0,021 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,040 0 0 0 0 0 0 0
Es Nova Venécia 0770 0,00 0,031 0 0 0 0029 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0071 0 0 0 0 0 0 0

Es Vitéria 0,806 0 0 0 0074 0 0 0 0055 0 0 0 0 0 0 0 0036 0,030 0 0 0 0 0 0

MG  Belo Horizonte 0,604 0,47 0,189 0,060 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MG  Gov. Valadares 0455 0,283 0,023 0 0 0 0239 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MG Tedfilo Otoni 0,940 0,031 0 0017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0011 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

RI Angra dos Reis 0,755 0,167 0,057 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0021

RI Cp dos Goytacazes 0,856 0 0054 0 0033 0 0 0 0 0 0 0 0037 0020 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

RI Rio de Janeiro 0756 0,174 0,051 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0018

RI Volta_Redonda 0,670 0,000 0,154 0 0 0031 0,144 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

sp Sa0 Sebastidio 0,490 0477 0,032 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

média 0,723 0133 0056 0007 0,010 0003 0038 0000 0005 0,000 0000 0000 0003 0003 0000 0000 0013 0003 0000 0000 0000 0,000 0,000 0,004

sul PR Londrina 0,691 0,020 0 0015 0,138 0 0 0 0 0072 0 0 0 0 0 0064 0 0 0 ) 0 ) 0 )
RS Santa_Maria 1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

média 0,845 0,010 0,000 0008 0,069 0,000 0,000 0,000 0000 0,036 0,000 0,000 0000 0000 0000 0032 0000 0000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000

média total 0,672 0,101 0,045 0059 0021 0018 0027 0,009 0005 0005 0004 0003 0003 0002 0,003 0003 0003 0002 0002 0003 0002 0,002 0002 0,001
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O melhor modelo de substituicdo escolhido para a reconstrucdo da arvore
filogenética do segmento IlIS6, também foi baseado no Critério Bayesiano de
Schwarz (BIC) no ModelFinder (112), sendo o K2P+l escolhido por apresentar o
melhor BIC. Embora a arvore de verossimilhanca reconstruida, a semelhanca do
gue ocorreu com o0s haplotipos do segmento 11S6, tenha dividido os haplotipos 111S6
em dois grupos (Figura 16), estes ndo tiveram um bom suporte de bootstrap (36), e
portanto, essa divisdo em clados néo foi considerada nas nossas analises. Ja a rede

de haplotipos, pelo método TCS, determinou uma estrutura bastante complexa (
Figura 17).

N&do foi observada nenhuma substituicAo nao-sinbnima, ou seja, com
alteracdo de aminoacido. Portanto, sem sinal de mutacfes kdr também no segmento
[1IS6. No entanto, foram encontradas oito alteracdes sinbnimas. Os haplotipos
3s6.07, 3s6.16 e 3s6.18 apresentaram um polimorfismo (GAT/GAC) convergente no
codon 1506, no éxon 30. O haplétipo 3s6.20, que aparece mais distante dos demais
nas analises filogenéticas, apresentou um polimorfismo no cédon 1516 (CCG/CCA),
no éxon 31, convergente com os haplétipos 3s6.06, 3s6.08, 3s6.12, 3s6.16 e 3s6.23.
Ainda no éxon 31, outros dois polimorfismos sinbnimos foram observados: um no
cédon 1514 (AAG/AAA) no haplotipo 3s6.02, detectado em 29 das populacdes
analisadas e distribuido entre todas as regides do pais; e outro no cédon 1528
(TTC/TTT), convergente entre os haplétipos 3s6.01, 3s6.02, 3s6.07, 3s6.09, 3s6.14
e 3s6.21. Ainda no éxon 31, outros dois polimorfismos sindnimos foram observados:
um no codon 1514 (AAG/AAA) no haplétipo 3s6.02, detectado em 29 das
populac6es analisadas e distribuido entre todas as regides do pais; e outro no cédon
1528 (TTC/TTT), convergente entre os haplotipos 3s6.01, 3s6.02, 3s6.07, 3s6.09,
3s6.14 e 3s6.21.

O haplétipo 111S6 mais distribuido foi 0 3s6.00, encontrado em uma frequéncia
de 67,8% das sequéncias (Tabela 5) e distribuido entre 44 populagdes, sendo o
hapolétipo com frequéncia média mais alta em todas as regides do pais, e com uma
frequéncia cerca de 6x superior ao segundo haplétipo mais frequente (3s6.01). A
frequéncia do haplétipo 3s6.00 foi ainda superior ao haplétipo mais frequente da
regiao 11S6 (2s6.00/36,0%), sendo lido cerca de 626 mil vezes. O haplétipo 3s6.01
(9,5%) foi encontrado em 31 populagbes. O hapldtipo 3s6.02 (4,52%), quarto
haplotipo de maior frequéncia, foi identificado em 29 populacbes. A maioria dos

haplétipos observados (17 dentre os 24), apresentaram frequéncias abaixo de 1%. O
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haplétipo menos frequente, 3s6.23 (0,09%), foi encontrado apenas em duas
populacdes: Angra dos Reis e Rio de Janeiro, ambas do Estado do Rio de Janeiro
(Figura 18Figura 19). O haplétipo 3s6.16 foi encontrado exclusivamente no estado
do Espirito Santo, corroborando com a ideia apresentada acima de que as
populacdes de Ae. albopictus deste estado tenham origem diferenciada das demais
regides do pais (0s haplétipos do segmento 11S6 2s6.16 e 2s6.17 foram encontrados
exclusivamente em populagcbes das mesmas localidades: Vitdria, Cachoeiro do
Itapemirim e Nova Venécia). O hapldétipo 3s6.09, foi encontrado em trés populacdes
do Norte (Itaituba, Santarém e Porto Velho), além de Posse e Londrina, das regides
Centro-oeste e Sul, respectivamente (Figura 19).

Em comparacdo com sequéncias homélogas disponiveis de popula¢cdes de
Ae. albopictus de outros paises, o haplétipo 3s6.15, encontrado nas populacdes de
Porto Velho e Cacoal (RO) e Londrina (PR), apresentou 100% de identidade com a
sequéncia KC152046 (GenBank). Assim, pelos mesmos motivos acima observados
quanto ao haplétipo 2s6.02, o 3s6.15 também deve estar presente em populacéo de

Ae. albopictus da Malasia.
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Figura 16: Arvore filogenética da regido 111S6 do Nay construida pelo método de maxima
verossimilhanca, com o modelo de substituicdo nucleotidica Kimura 2 parametros (K2P+1). A arvore é
um consenso construido a partir de 1000 bootstrap. Os valores de bootstrap maiores que 75 %,
obtidos mediante 1000 permutacdes estdo indicados nos respectivos nos (%).
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Figura 17: Rede de haplotipos da regido 11IS6 do Nav de Ae. albopictus baseada na genealogia calculada pelo método TCS (109). Os haplétipos estao
representados por pontos vermelhos e indicados por seu respectivo nome. As linhas tracejadas entre 0s pontos representam eventos mutacionais entre 0s
haplétipos conectados.
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Figura 18: Frequéncia de haplétipos do segmento llls6 do Na, em populacdes de Ae. albopictus agrupadas por regido do Brasil. Os diferentes haplotipos estédo
representados em cores nas barras de cada populagdo. As macrorregides geograficas de cada localidade estéo indicadas (N, NE, CO, SE e S).
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Regido  Estado Ne¢ Localidade

Norte AM 1 Parintins
PA 2 Altamira
PA 3 Itaituba
PA 4 Redengdo
PA 5 Santarém
PA 6 Tucurui
RO 7 Cacoal
== 3s6.00 RO 8 Jaru
RO 9 Porto Velho
mm 3s6.01 TO 10 Araguaina
TO 11 Palmas
mm 3s6.02
Nordeste AL 12 Maceid
- 3s6.03 BA 13 Salvador
s 3s6.04 BA 14 Brumado
Pl 15 Floriano
- 3s6.05 Pl 16 Parnaiba
Pl 17 Teresina
== 3s6.06 PE 18 Recife
PE 19 Palmares
== 3s6.07 RN 20 Natal
= 3s6.08 SE 21 Aracaju
SE 22 Nsra da Gléria
mm 3s6.09
Centro- DF 23 Brasilia
== 3s6.10 Oeste GO 24 Goiania
GO 25 Ipora
3s6.11 GO 26 Posse
s 3s6.12 Ms 27 Coxim
Ms 28 Dourados
3s6.13 mT 29 B. das Gargas
MT 30 Alta Floresta
3s6.14 mT 31 Agua Boa
= 3s6.15 MT 32 Confresa
3s6.16 Sudeste ES 33 Cach. do Itapemirim
ES 34 Nova Venécia
= 3s6.17 £ 35 Vitoria
MG 36 Belo Horizonte
3s6.18 MG 37 Gov. Valadares
MG 38 Tedfilo Otoni
3s6.19 R 39 Angra dos Reis
= 3s6.20 R 40 Cp dos Goytacazes
R 41 Rio de Janeiro
mm 3s6.21 R 42 Volta Redonda
SP 43 Sdo Sebastido
- 3s6.22
Sul PR 44 Londrina
- 3s6.23 RS 45 Santa Maria

Figura 19: Distribuicdo de haplotipos do segmento 111IS6 do Na, em populagdes de Ae. albopictus do Brasil. Cada circulo representa uma populacédo avaliada e cada
cor representa a frequéncia de haplétipos na populacéo
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6.6 Haplotipos compostos dos segmentos 11S6 e I1IS6 em fase

A sugestdo da fase em que os haplotipos dos dois segmentos se encontram
s6 é possivel ser feita para aquelas populacdes onde pelo menos um dos
segmentos foi monomorfico. Este foi o caso das populacdes de Maceio (11S6
monomorfico, com o haplétipo 2s6.00) e Santa Maria (I11IS6 monomoérfico, com o
haplétipo 3s6.00) (Tabela 2 e Tabela 5). Desta forma, os mais provaveis haploétipos
em fase para as populacdes brasileiras de Ae. albopictus sdo os haplétipos
compostos 1) 2s6.00 B + 3s6.00, 2) 2s6.00 B + 3s6.01, 3) 2s6.00_B + 3s6.05, 4)
2s6.00 B + 3s6.07, 5) 2s6.01_A + 3s6.00 e 6) 2s6.04 B + 3s6.00 (Figura 20). O
hapl6tipo composto 1 apresenta quatro substituicdes sindnimas: 981 (CGG/CGA),
993 (TGC/TGT), 1540 (CTC/CTT) e 1541 (AAC/AAT). Considerando a presenca dos
dois haplétipos mais frequentes de ambos os fragmentos estarem presentes na
maioria das localidades, € possivel que este seja o haplétipo composto mais
circulante nas populagfes de Ae. albopictus do Brasil. As Unicas localidades onde
com certeza o haplétipo composto 1 ndo foi observado foram: Palmares, Natal,
Brumado, Nossa Senhora da Gléria, Palmas, Macei6 e Santa Maria. O haplotipo
composto 2 (2s6.00 B + 3s6.01) apresentou as substituicbes sinbnimas 981
(CGG/CGA), 993 (TGC/TGT) e 1528 (TTC/TTT). Este também pode estar
amplamente distribuido, ndo sendo possivel ser encontrado em 11 populacdes, pela
auséncia de algum dos haplotipos de um dos segmentos. O haplétipo composto 3
(2s6.00_B + 3s6.05) ndo possui substituicbes nos éxons do segmento 11IS6 e é
possivel de ser encontrado nas cinco populacdes onde o haplétipo 3s6.05 foi
identificado (Figura 19 e Tabela 5).
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Hapldtipos compostos

11S6 sSe6
Exon 20 intron 21 Exon 21 Exon 30  Intron 30 Exon 31 intron31  Ex32

1. | I IFHEH = H- [ — I 1} I

2. I HH - - - — [ 1 I |

3. [ HH - HH Il Wim| - 1 |

4, I HFH = HH ' —- - 111

5 - I — Il

6. I | HEHH — 1] I

Cédon: 981 993 1506 1528 1540 1541 1. 256.00_B + 3s6.00
2. 256.00_B + 356.01

Polimorfismo: CGG/CGA  TGC/TGT GAT/GAC TTC/TTT CTC/CTT AAC/AAT 3, 256.00 B + 356.05

4, 256.00_B + 3s6.07
5. 256.01_A + 3s6.00
6. 2s6.04 B + 356.00

Figura 20: Esquema representando a composi¢cédo dos haplétipos compostos dos fragmentos dos segmentos 11S6 e [11IS6 do Nay de Ae. albopictus do Brasil,
em fase. Os haplétipos foram alinhados, e juntados a partir de populacdes onde pelo menos um dos segmentos foi monomarfico. Os polimorfismos em
relacdo as sequéncias consenso (veja aneos | e Il) estdo indicados nas cores vermelho, roxo, amarelo e verde para os nucleotideos A, C, G e T,
respectivamente.
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7 DISCUSSAO

Os arbovirus sé@o protagonistas de surtos epidémicos, principalmente no
mundo tropical, e a falta de vacina com eficacia multipla para as variaveis genéticas
virais, em especial a dengue, impossibilita o controle das principais arboviroses que
ocorrem nessa regido (116,117). Nesse sentido, o controle vetorial tem sido
priorizado no combate as arboviroses. Além da conscientizacdo da populacdo para
evitar a disponibilizacdo de criadouros ao redor de suas casas, 0 uso de inseticidas
neurotoxicos € empregado com alta intensidade, enquanto ferramenta mais eficaz
para reducdo rapida da densidade populacional dos mosquitos. Entretanto, 0 uso
indiscriminado destes inseticidas nas Ultimas décadas tem selecionado populacdes
de mosquitos vetores resistentes em escala global (83), incluindo o territorio
brasileiro (52,118).

Os programas de acédo de vigilancia entomoldgica e do monitoramento da
resisténcia a inseticidas no Brasil para o combate as arboviroses estdo focados no
Ae. aegypti, devido ao seu reconhecido papel como a Unica espécie com
participacdo no ciclo urbano de dengue, chikungunya e Zika no pais (119,120). Isso
se reflete também na escassa literatura produzida por estudos de biologia, fisiologia
e genética de Ae. albopictus, comparativamente ao farto material envolvendo Ae.
aegypti. Com relacdo a resisténcia a inseticidas (RI) por exemplo, desde 1999,
existe no pais um programa que monitora a Rl em populacdes naturais de Ae.
aegypti aos inseticidas utilizados para seu controle (121). Como consequéncia,
diversos estudos vém revelando ndo somente os perfis fenotipicos da Rl nessas
populacdes, como 0os mecanismos moleculares selecionados para a resisténcia e
seus efeitos em outros aspectos do fithess do inseto. A vigilancia molecular de
mutacBes kdr, que € um dos principais mecanismos relacionados a resisténcia a
piretroides, vem mostrando como alelos de Rl vem se espalhando por populacdes
de Ae. aegypti do Brasil (122-125) inclusive com ocorréncia de haplotipos de
diferentes linhagens evolutivas, mas com convergéncia da mesma mutacdo kdr, no
caso a F1534C (87).

O monitoramento da Rl € feito essencialmente através de bioensaios de
susceptibilidade, pela exposicédo de populagbes do inseto a determinadas doses do
inseticida, sob condi¢cdes controladas (73). Ensaios feitos diretamente no campo, ou
com espécimes diretamente coletados, ndo controlam aspectos importantes da
fisiologia do inseto, como idade, quantidade de ciclos gonotréficos e fontes de
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alimentacdo, o que pode influenciar nos resultados do bioensaio. Portanto, para
ensaios mais completos e comparaveis é necessario que sejam feitas colénias das
populacées em laboratorio, de forma que os bioensaios sejam feitos com geracdes
subsequentes, sob condicbes operacionais padronizadas de alimentacéo,
temperatura, humidade relativa, entre outros. Sob esse aspecto, os resultados do
bioensaio levam cerca de dois meses apdés a coleta no campo para serem
concluidos. Além disso, pela minuciosidade de trabalho e o espacgo exigido para a
manutencao das colbnias, a quantidade de popula¢cdes que um laboratdrio consegue
avaliar em um ciclo de monitoramento € bastante limitada. Por outro lado, uma vez
gue 0os mecanismos selecionados para a Rl sejam conhecidos, ensaios moleculares
podem ser realizados para indicar a frequéncia de alelos associados a resisténcia
nas populacoées.

A vigilancia molecular, por ser baseada em DNA, pode ser realizada em
qualquer fase do ciclo de vida do inseto e diretamente em espécimes coletados do
campo, sem necessidade de manutencao de coldnia em laboratério. O processo de
extracdo de DNA e execucdo de algum ensaio de genotipagem podem ser
concluidos em até um dia trabalho. Com isso, empregando-se a mesma forca de
trabalho e dispondo de um espaco fisico muito menor e em um espaco de tempo
muito mais curto, um laboratério pode analisar molecularmente diversas populacoes,
comparado a execucdo de bioensaios. No entanto, é preciso manter claro que
existem diversos mecanismos que contribuem com a RI, de modo que a andlise de
um unico marcador molecular provavelmente ndo responde totalmente pelo perfil de
resisténcia da populacdo. Uma vez definido quais sdo os marcadores e,
preferencialmente, o quanto eles contribuem para a resisténcia, € pratico que sejam
monitorados no tempo e espaco, mas sem perder a dimensdao de que eles
respondem apenas parcialmente para a Rl (124).

Mutacdes kdr devem ter emergido em populacdes brasileiras de Ae. aegypti
ha pelo menos 15 anos, aumentando de frequéncia largamente e se dispersando
para todas as regifes do pais. Isso, mesmo apoOs cessadas as aplicacdes de
piretroides pelos programas governamentais de controle, o que indicam a
importancia da pressdo exercida pelo uso de inseticidas domésticos, que sao
essencialmente da classe dos piretroides (121). O maior estudo que avaliou a
distribuicdo de kdr em Ae. aegypti no pais investigou amostras de 123 populagdes,

no contexto do monitoramento de Rl em Ae. aegypti no Brasil, revelando que as
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mutacOes kdr estdo disseminadas em altas frequéncias, chegando até 83,8% em
uma populacdo do Nordeste (124). Poucos estudos tém avaliado o fendétipo de RI
em Ae. albopictus no Brasil (83).

Nesta dissertacdo, buscou-se investigar a ocorréncia de mutacdes kdr de Ae.
albopictus, provenientes das mesmas coletas realizadas para o monitoramento da RI
de Ae. aegypti (124), em localidades que também continham Ae. albopictus em sua
amostragem. No entanto, uma vez que os haplétipos kdr ndo estavam definidos para
o uso de ferramentas de genotipagem em larga escala, foi necessario antes
conhecer a diversidade nucleotidica de fragmentos do gene do canal de sddio
regulado por voltagem (Nay) de populacdes brasileiras de Ae. albopictus. Desta
forma, essa dissertacdo apresenta, de forma inédita, a diversidade de sequéncias
dos segmentos IIS6 e IlIS6 do Nayv de Ae. albopictus do Brasil, a partir de
sequenciamento de alta vasédo, para uma ampla amostragem em escala nacional.
Embora ndo se tenha aqui detectado alteracbes sugestivas de mutagcédo kdr, foi
apresentado um painel detalhado de diversos hapl6tipos do Nay, em que suas
relacdes filogenéticas, frequéncias e locais de ocorréncia somam informacdes sobre
a dindmica evolutiva desta espécie invasora no pais.

Em 2011, foi publicada a primeira evidéncia de mutagao kdr (F1534C) em Ae.
albopictus (89), convergente aquela também presente em Ae. aegypti. Os primeiros
relatos de mutacdes kdr em Ae. albopictus vieram de populacdes da Europa e Asia,
onde a espécie parece ter um maior impacto epidemiolégico, muitas vezes, maior
gue Ae. aegypti. Nesse sentido, um estudo intercontinental, avaliou sequéncias com
1,107 pb (ao todo) do gene Nav, distribuidos nos dominios I, lll e IV do Nav de 597
espécimes de Ae. albopictus provenientes de 12 populacées distribuidas na Asia,
Africa, América e Europa, coletadas entre 2011 e 2014. Através de sequenciamento
direto, os pesquisadores encontraram um total de 29 mutagbes sinbnimas. A
mutacao no coédon 1532 (11532T) foi encontrada em mosquitos de Roma, Itélia, com
uma frequéncia de 19,7%, e a F1534S, detectada em popula¢des do sul da China e
da Flérida, EUA, com uma frequéncia variando de 9,5-22,6 % (126).

Um outro estudo realizado para determinar o status de resisténcia a
inseticidas de diferentes regides geograficas, avaliou 33 populacdes de paises da
Asia, Europa e América do Sul (Brasil), coletadas entre 2015 e 2017. As populacbes
de Jodo Pessoa e Recife ndo apresentaram reducdo de sensibilidade a permetrina,

enquanto uma reducéo de mortalidade de aproximadamente 3% foi observada na
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amostragem do Maracanda (RJ), mas, no entanto, nenhuma das populacdes
brasileiras foram genotipadas para kdr. Em contrapartida, os pesquisadores
encontraram pela primeira vez a mutagdo kdr V1016G, bem relacionada a
resisténcia a piretroides tipo I, em populacbes do Vietnam e Italia (127). Outro
estudo, mais recente, realizado com populacéo italiana de Ae. albopictus, refor¢ou a
presenca da mutagdo kdr V1016G, além de constatar sua ampla distribuicdo, e
frequéncias de até 45% em populacbes de areas costeiras, onde o uso de
inseticidas é mais frequente. Diferente de Ae. aegypti, onde varias mutacdes foram
encontradas nos dominios Il, Ill e IV, as Unicas mutacfes ja relacionadas a
resisténcia a piretroides em Ae. albopictus estdo nos dominios Il e Ill, ambos no
sexto segmento (V1016G e F1534C/S, respectivamente) (88,126,128).

De fato, alguns estudos tém reportado a presenca de populacdes de Ae.
albopictus resistentes a piretroides, sem associacdo a mutacfes kdr. Por exemplo,
em Camardes, 420 espécimes de populacdes resistentes a piretroides e DDT eram
100% homozigotos para o alelo selvagem F1534 (129). A sugestdo é que poderia
haver mutacées em outros sitios ndo genotipados (como o 1016) ou participacao de
outro mecanismo selecionado para a resisténcia. Assim como observado em
populacées de Ae. aegypti e Ae. albopictus de outros paises africanos (130,131).
Por outro lado, uma vez que mutacdes kdr parecem estar disseminadas ou
emergindo de forma independente em diversas partes do mundo, € curioso quando
populacdes simpatricas de Ae. aegypti e Ae. albopictus diferem no perfil de
resisténcia e/ou na presenca de mutacdes kdr.

No Brasil, pelo menos dois alelos kdr estdo amplamente disseminados em
populacdes de Ae. aegypti (124), mas aqui nenhuma mutacéo kdr foi observada em
Ae. albopictus, ou nem mesmo sequer alguma substituicdo ndo-sindnima, apesar da
ampla amostragem e do método de sequenciamento com alta cobertura média
(119,5x). No Paquistdo, Ae. aegypti e Ae. albopictus coletados na mesma regiao
estavam resistentes a piretroides. No entanto, a primeira espécie apresentou as
mutacdes kdr T15201 e F1534C, em alta frequéncia, e nenhuma foi identificada em
Ae. albopictus (132). Também em popula¢des da Malasia, constatou-se a auséncia
de mutacbes kdr em Ae. albopictus, enquanto foram detectadas as mutacdes
F1534C e V1016G em Ae. aegypti (133). Nesses casos em que mutacdes kdr ndo
foram identificadas, a resisténcia metabdlica foi entdo apontada como principal

mecanismo envolvido na conferéncia de resisténcia em Ae. albopictus, mais
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especificamente, a superexpressdo de enzimas da familia do citocromo P450, como
0 CYP6P12 (134).

O fato de néo ter sido observada nenhuma substituicdo ndao-sinbnima entre 0s
diversos haplétidos do gene Nav aqui encontrados, apesar de ampla amostragem,
nao significa que as populacdes de Ae. albopictus do Brasil ndo estejam resistentes
a piretroides, mesmo enfrentando as mesmas pressdes a que Ae. aegypti esta
sujeito, pelo alto uso de piretroides nas residéncias. Para melhor responder a essa
guestdo, sera necessario investir na realizacdo de bioensaios e explorar outros
mecanismos moleculares ligados a resisténcia, ja descritos em populacdes de Ae.
albopictus outros paises (91), como € o caso da superexpressdo de enzimas da
familia do citocromo P450, como o CYP6P12 em populacdes da Malasia (134).

E importante destacar que um estudo prévio de nosso grupo apontou a
presenca da mutacdo kdr F1534C em populacdes brasileiras de Ae. albopictus
(135). Aqui nesse estudo foram inicialmente encontrados dois haplétipos idénticos
aos descritos naquela publicacdo (GenBank: KX371864 e KX371865), em que um
deles de fato tinha a mutacdo kdr F1534C, ficando agrupados bem distantes dos
demais haplétipos. Além disso, suas sequéncias eram mais semelhantes com as de
Ae. aegypti, sugerindo, portanto, contaminacdo com esta espécie. Com isso, aqui
foram feitos amplificacdo e sequenciamento do gene COI de amostras das
populacdes em que tais haplétipos apareceram, o que de fato confirmou serem Ae.
aegypti (dados ndo mostrados). Desta forma, os dois haplotipos de Ae. aegypti
foram retirados e seguiu-se com as analises com os demais 24. Isto indica que o
algoritmo do SeekDeep aqui utilizado filtrou com sucesso as sequéncias
contaminantes de Ae. aegypti para o segmento [IS6, mas ndo para o do IlIS6. Indica
também que o trabalho previamente publicado por nosso grupo esta equivocado e
precisa ser retirado.

O Brasil é um pais de dimensBes continentais, onde atualmente s6 ndo héa
registros da ocorréncia de Ae. albopictus em um Unico estado, o Acre. Nesse
sentido, o banco de DNA aqui organizado abrange populacées bem distribuidas no
territorio brasileiro e representa um material valioso para vigilancia molecular desta
espécie invasora no pais. Com a futura atualizacdo de amostras das mesmas
populacdes, sera possivel ainda analisar detalhes da estruturacdo genética e de
fluxo génico entre elas. O sequenciamento de alta vazao aqui realizado, evidenciou

alta diversidade nucleotidica nos segmentos 11S6 e 111S6 do Nav de Ae. albopictus do
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Brasil (20 e 24 haplétipos para as regides IIS6 e IIS6, respectivamente, Tabela 2 e
Tabela 4). A partir das andlises da frequéncia e da distribuicdo desses haplotipos, foi
possivel suscitar uma série de observagfes e algumas hipoteses. Uma delas é de
gue caso haja pressao para resisténcia a piretroides, alteracdes no Nay ndo devem
estar envolvidas no processo de aquisicdo de resisténcia, como discutido acima.
Isso, ndo somente pela auséncia das classicas mutacbes kdr, mas pela alta
variedade de haplétipos encontrada. Esta variabilidade seria provavelmente bem
menor caso houvesse alguma outra mutacdo kdr em segmentos do gene aqui nao
avaliados, uma vez que a selecao purificadora tenderia a eliminar os haploétipos nao
kdr (87). Por exemplo, também a partir de sequenciamento de alta vazao em
diversas populacdes, apenas quatro haplétipos do segmento [IS6 foram observados
em populacdes Ae. aegypti do Brasil (87). Uma populacdo de Ae. albopictus do
Paquistdo também apresentou maior diversidade de haplotipos para estes mesmos
segmentos do Nav do que em Ae. aegypti coletados na mesma regido (132). Mas
neste caso, iSso era esperado, ja que o Ae. albopictus é nativa da regido e o Ae.
aegypti € a espécie invasora.

O genoma completo do Ae. albopictus € maior que o do Ae. aegypti, sendo
considerado, até 0 momento, o maior genoma dentre 0s mosquitos vetores. Além de
ter uma carga genética densa, Ae. albopictus mostra uma grande quantidade de
sequéncias repetitivas (duplicacdo estimada em 14,0%) e retrotransposons (55,03%
do tamanho do genoma), o que dificulta a anotacdo precisa de seu genoma
completo. E importante ressaltar que as familias génicas expandidas no genoma de
Ae. albopictus sao relacionadas a determinagéo do sexo, resisténcia a inseticidas,
diapausa e a imunidade viral (13,136,137). As duplicacdes génicas representam um
importante mecanismo evolutivo de manutencdo genética, contribuindo para
plasticidade fenotipica e adaptacdo ambiental de espécies. Nesse sentido, apesar
de ainda ndo terem sido observadas duplicagcdes no Nav de Ae. albopictus, ndo é
descartada a hipétese de que estejam relacionadas a alta diversidade de haplétipos
aqui encontrada.

Populacdes de Ae. albopictus do Brasil tem demonstrado certa estruturagao
genética. Uma analise de isoenzimas em populacdes estados de ES, RJ, SC, PR,
BA e MA, apontou uma elevada diversidade entre essas populacOes brasileiras,
demonstrando ainda uma pequena relacdo entre a estrutura genética e a distancia

geografica entre elas (101). Ja analises com o gene mitocondrial ND5 evidenciaram
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uma baixa variabilidade genética entre populacdes de Vitéria (ES), Jacarepagua
(RJ), Anita Guaribaldi (SC) e Praia da Fora (SC), sugerindo ainda um ancestral em
comum entre populacdes brasileiras e estadunidenses (138).

Estudos mais recentes, utilizaram microssatélites enquanto marcadores
neutros, que apresentam um maior potencial de resolucdo. Por exemplo, populacdes
de Ae. albopictus do estado de SP foram separadas em dois grupos, com o fluxo
génico limitado, provavelmente devido a capacidade limitada de disperséo ativa da
espécie (33,139,140). Entre populacdes sem evidéncia de isolamento geografico foi
observado maior fluxo génico (140). Em uma maior escala, onde foram avaliadas
populacbes de varios paises do mundo, incluindo o Brasil, identificou-se que
populacbes brasileiras dos estados AM e BA pertenciam a um (nico grupo
monofilético, de origem asiatica, onde os perfis genéticos das populacdes asiaticas
estavam marcados por eventos de recolonizacdo e, consequentemente, mistura
entre populacdes invasoras e nativas (141).

O Ae. albopictus € nativo do sudeste da Asia e se espalhou rapidamente pelo
mundo nas Ultimas quatro décadas. As primeiras disseminacdes ocorreram para
ilhas do Oceano Pacifico e para ilhas do Oceano indico durante o século XIX (32). O
maior fenbmeno de expansdo comecou na década de 1980 e ainda continua
acontecendo. Invadiu a Albania em 1979, na Europa (142), Texas (EUA) em 1985,
América do Norte (15,143) e América do Sul (Brasil, em 1986) (20). Tornou-se
rapidamente bem estabelecido em todos os paises mediterraneos europeus (144).
No Norte da Africa, foi relatado na Argélia (145,146) e em Marrocos em 2015 (145).
Mais recentemente, em 2018, a espécie foi registrada na Tunisia (147). O tigre
asiatico € uma das espécies invasoras que conseguiu melhor se adaptar a diferentes
ambientes, apresentando resisténcia as variadas pressdes seletivas causadas pelo
processo de urbanizacdo (148,149). Consoli & Lourencgo-de-Oliveira (1994),
sugeriram que populacdes japonesas de Ae. albopictus tenham sido introduzidas no
Brasil por meio das condi¢Bes criadas pelo transporte de ferro realizado através de
portos do Espirito Santo (150). A partir daquele momento, a espécie teria tido sua
disseminacgéo facilitada por ferrovias que transportavam o material que chegava aos
portos do pais. No entanto, alguns estudos divergem em relacdo a origem das
populacdes de Ae. albopictus do Brasil, sugerindo indicios de multiplas introducdes

(101,141,151-153), assim como € observado em outros paises do mundo, e mesmo
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em sua regido nativa, onde as populacdes atuais parecem ser resultantes de

processos de recolonizagao (140,141).

A presenca de multiplos haplétipos para o Nav identificadas nas populacfes
do Brasil, corroboram a hipotese de mudltiplas introducfes. Paralelamente, analises
filogenética e espacial de distribuicdo dos haplétipos também sugere possivel
emergéncia de novas sequéncias junto a expanséo recente da espécie pelo pais.
Por exemplo, o haplétipo 3s6.15, observado em populacdes de Roraima e Paran4, é
semelhante ao de populacdo de Ae. albopictus da Malasia (GenBank, KC152046).
De acordo com a rede de haplétipos das sequéncias brasileiras para o segmento
11S6 (

Figura 17), o haplotipo 3s6.09, também de ocorréncia em populacdes do
Norte e do Sul, teria emergido do 3s6.15, e em seguida dado origem ao 3s6.02, que
estd amplamente distribuido, em populacées de 29 localidades. Desta forma, é
possivel sugerir que os hapl6tipos 3s6.15 e 3s6.09 sejam ancestrais, trazidos por
populacdes invasoras de origem asiética, e que o 3s6.02 tenha emergido no Brasil e
se difundido pelo pais.

A exclusividade regional observada em alguns haplétipos, como o 2s6.16,
2s6.17 e 3s6.16, encontrados nas cidades de Vitoria, Cachoeiro do Itapemirim e
Nova Venécia, todas no estado do Espirito Santo, que comporta um dos maiores
portos do Brasil, por onde acredita-se que tenha sido dada a entrada de Ae.
albopictus, através de dispersdo passiva por meio de navios de transporte de ferro
da mineradora Vale (5). O haplétipo 3s6.23, encontrado exclusivamente nas cidades
de Angra dos Reis e Rio de Janeiro, pode ser outra evidéncia de que diferentes
linhagens de Ae. albopictus estdo sendo introduzidas no Brasil. Essas analises
especulativas corroboram a hipétese de Consoli e Oliveira (1994) sobre a entrada de
Ae. albopictus no pais através de portos no Espirito Santo, também se alinhando em
relacdo a origem asiatica das populagbes. Contudo, estudar a dinamica evolutiva
populacional ir4 ajudar a entender melhor como as popula¢cdes de Ae. albopictus
estdo se estruturando geneticamente em meio a ampla diversidade ecoldgica
encontrada no territério brasileiro (13,140,154-156).

O conhecimento da diversidade de hapldtipos € interessante para estruturar o
conhecimento da dinamica evolutiva do vetor e, em efeitos praticos, para fins de
vigilancia molecular. Ensaios de genotipagem do tipo alelo-especifica sdo muito
praticos e amplamente utilizados para se determinar a frequéncia genotipica de
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determinadas mutacées kdr ja bem estabelecidas (81,82,157). E preciso, porém,
observar se na populagédo existem outros polimorfismos no cédon kdr (ou qualquer
marcador que seja) investigado, prejudicando a precisdo do ensaio, por conta de
mismatches no anelamento de primers e sondas. Por exemplo em Ae. albopictus da
ItAlia foi observada a mutacdo kdr V1016G (1016 GTA/GAA) (128), cuja
genotipagem pode ser prejudicada pela ocorréncia do haplétipo ndo kdr, com
substituicdo sinénima 1016 GTG (128), similar ao haplétipo 2s6_05, aqui observado
em populacdes dos estados de PIl, PA, RO, RJ, AM, TO e MT. Desta forma, um
ensaio alelo-especifico para deteccdo da mutacdo V1016G em populacdes
brasileiras de Ae. albopictus apresentaria resultados imprecisos para diversas
localidades.

Estratégias de controle vetorial, principalmente novos métodos empregando
ferramentas genéticas, precisam do conhecimento genémico populacional (158). Por
exemplo, sequenciamento de amplas regides do genoma ou a genotipagem de
milhares de SNPs (159), podem ajudar a estabelecer o papel da disperséo ativa e
passiva do mosquito, influenciado pelas a¢cdes humanas. Mesmo que as populacées
brasileiras de Ae. albopictus ndo sejam resistentes a inseticidas, a diversidade aqui
encontrada é matéria prima para a selecdo de variantes favoraveis a resisténcia.
Além disso, € provavel que estejam ocorrendo multiplas entradas de populacées do
vetor no pais, que podem trazer alelos de resisténcia ja observados em outros
paises. Desta forma, as populacdes de Ae. albopictus do Brasil precisam ser
constantemente monitoradas, devido a possibilidade de emergéncia (ou nova
introducdo) de linhagens com diferentes novos perfis genéticos, que possam
favorecer a emergéncia de populacdes resistentes ou mesmo com maior

competéncia vetorial (92).
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8 PERSPECTIVAS

A partir do DNA das mesmas amostras aqui avaliadas e de novas coletas,
conhecer a dindmica evolutiva de origem, fluxo génico e estruturacdo genética do
Ae. albopictus no Brasil, utilizando-se diversos marcadores neutros e/ou

sequenciamento de amplas regiées do genoma.
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CONCLUSOES

O método de sequenciamento de alta vazdo para determinacdo da
diversidade nucleotidica de mais de um fragmento gendmico,
simultaneamente e em diversas populagcfes se mostrou eficiente.

Uma alta diversidade nucleotidica no Nav de populagbes brasileiras de Ae.
albopictus foi encontrada, existindo ao menos, 20 e 24 haplétipos nos
segmentos IIS6 e I1IS6, respectivamente.

N&o foi observada nenhuma substituicdo n&o-sinbnima em ambos 0s
segmentos, e, portanto, sem evidéncias de mutacdes kdr entre as populacdes
analisadas.

Os haplotipos do segmento 11IS6 do Nay estdo divididos em dois clados,
distribuidos com frequéncia aproximadamente similares entre os dois clados
nas populacdes de todas as regifes do pais, exceto no Nordeste, onde as
frequéncias dos haplétipos do clado A foram 5,6x mais frequentes que as do
clado B.

Alguns haplétipos foram exclusivamente observados em populacdes de um
anico estado ou regidao, como foi o caso dos haplotipos 2s6.16, 2s6.17,
3s6.16 (Espirito Santo), 3s6.23 (Rio de Janeiro), 2s6.11 (regido Norte), 3s6.19
e 3s6.21 (regiao Centro-oeste).

A distribuicdo e as frequéncias dos haplétipos observados sugerem uma
regionalizacdo de alguns haplétipos, indicando possivel estruturacao

genética.
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10 ANEXOS

Anexo I - Aedes albopictus - gene Nav - segmento IIS6, éxons 20-21

G ¢ G L P R WHNWNFTU DV FMHSFMTIUV FRTYVILUGCGETWTIET S SMM®WDT CMMTILWV G D V [399]
Consensus GGRERAGG&LC"GCCACGGTGGEEETTLALCGEC"TCA"G:ACTCG"TCQTGATCG”G"TCLGGGTGC"GTGCGGCG&ETGGATCGEQTTCATGTGGGALTGLATGC"GGTLGGCGELGT [120]
2s6.00
2s6.01
Zs56.02
236.03
236.04
236.05
236.06
236.07
236.08
2s6.09
286.10
2s6.11
236.12
236.13
236.14
236.15
2s6.16
236.17
2s6.18
286.19

5 ¢ I P F FLATVWVVWV I GHNTILW [1015]
Consensus GICCTGTATTCCGTTICTITITGGCCACCGTAGTGATAGGARATCTAGTAgtaagtatccToTtToggtocnn—ageagtgotgygtg———aacaacggat— cgt————actaatcggag 230
236.00
236.01
2s36.02
236.03
236.04
256.05
256.06
236.07
2s6.08
236.09
256.10
2s6.11
2s36.12
236.13
236.14
256.15
256.16
236.17
2s6.18
256.19

Anexo I - Aedes albopictus - gene Nav - segmento IIS6, éxons 20-21 - continuagao
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v L.\ L F L AL L L 3 NF G 5 3 5L 35 2P TSARTD [1039]
Consensus aatgotitoctoctc—coc-toccaaaccags  ACTTAACCTTTTCTTAGCCTTGCTITIGICCRATTTICGGTTCATCGTCGCTGTICGGCACCGACGECCGACAR 331

256.00  aieeieeeiens T e L e e nam b wwe o m e me o w e e n e s e m A E e e e Ea A E A a
Z2s6.01 S LivaCuoannnn L utumasasusassassanasasssasasanssssamssssssasasssssasssssssssatssssssanssssasas
2868.02 L iaieiiieeaas —iaah it i it it e n s m e s s e masasasasasasas s EEE s e a e E e A sE A E s At e s ana e
2s56.03 e et R R e, e, T
236.04 e T e et et TR Tom e s m s b wwmmm s mm s n e e n e e EE A EEEaa e A n A,
236.05 . .aieiiieiaa. —eaaCininas Tovanan ittt et aiscasansacesacancaacasacnaseeaecaasansasnssasasanassasasenssssamanssnnan
Zsg.08 B TivaCuoinnan Lo e asasnmanananansssssassasansssasoassssasstasssstosasasasssarssssssanasssanan
2868.07 aiaieiiieeaas —vaaCananns L a t wm a m e a s e e e e E e e e s a s a e am e e e EE e e E e A e e ey
286.08 .ieieieienans BT T, e e, T e e, T YT
236.0%  aiaieieieeans o w e e e w e e e me e w e r e e s e m e e e s w m e w e E e m e m s e e e e w e e m o meswma o EE
236.10  L..iieieea.. —eaaCininnn L =
256.11 e T e Cavarannransnnransnanansnanannnnnnn T inanoransertanasananananesanmnnmnnnssnnns
286.12 aiaieeeeereans i aal i s i s ss s ssm s ara s a e EE s Ena s E A s s aE s e E s a e A s A aaEwraE o a A rinaaaan
256.13 e T e
- - —vaECiiiea. L a s wm s e s a s a e e a o am e a e sa s mEsE s aE e EEs e e E e A e a ey
286.15 L iaieiiieeaas LueaCuluueeluunceseananesmsansssssossassssssssssssssssasasssssasasssasasasssasasananssssan
e T e L e e nam b wwe o m e me o w e e n e s e m A E e e e Ea A E A a
236.17 e T e et et TR Tuvaransrnnssmranssansnssasanasnssmnsnsanosnnsnsss i niasa e
236.18 . .i.aeieieeena P o
2s56.19 e et R R e, e, T

Diversidade nucleotidica no segmento IIS6 do Nav em popula¢des de Aedes albopictus do Brasil. Alinhamento geneious entre os
haplétipos encontrados neste estudo (2s6.00-3s6.19) e sequéncia consenso gerada pelo software geneious. Os nucleotideos em
letras mailsculas correspondem a regido de codificacdo (Exons 20 e 21) e aqueles em letras minldsculas referem-se ao intron,
com a numera¢ao no alinhamento no topo de cada bloco, e sublinhado as sequéncias referentes as posi¢des dos primers. Os sitios
invaridveis estdo indicados com pontos, os sitios polimérficos com o nucleotideo alternativo e os gaps com (-). Os codons em
vermelho representam os cdédons 1520, 1532 e 1534, respectivamente, onde ocorrem muta¢des kdr em Ae. albopictus.
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Anexo II - Aedes albopictus - gene Nav - segmento IIIS6, éxons 30-31

M W D AR I DS RE ¥

Consensus TCATGRACGATGCCATCGACTCGCGEEAGGTRagttcgggatcttogricatctcatcannnnn
356.00 _
3sg.01
3s6.02
336.03
3s6.04
338.05
3s6.06
356.07
3sg8.08
3sg.08
3s6.10
336.11
3s6.12
388.13
356.14
336.15 Tt
3s6.16 t [,
3s36.17 T O
3s6.18
336.1%
338.20
3s36.21
356.22
356.23

gttcage. .casatca
. .gttcage. .cgaatca. .
gttcage. .casatca

gttcage. .casatca

T
|
1

I F G S FF TLMNVZ LYTFTIOGYVITIUDNTFWNE
A TCTTCGEETCGTTCTTCACCCTCARCCTGITCATCGGTIGTCATCATCGACAACTTCARACGAG [240

3s86.00
3s6.01
3s6.02
386.03
3s6.04
3s56.05

65



Anexo II - Aedes albopictus - gene Nav - segmento IIIS6, éxons 30-31 - continuacao

Q KK KaGGS L EM FMTETDUGQIEKIEKY YN ZMIEIEKMTGS S K EKUPILIEKBATLIUZPTERPR
Consensus CAGRAGAAGAAMGCCGETGECTCGCTGGALATGITCATGACGEAGGATCAGR AL AL GTACTACARCGC AR TGAR A A AGATGEGC T CGAAGRAGCCGCTGARRGCTATCCCTCGEOCTAGS [360]
3s6.00
3s6.01
3s6.02
356.03
3s6.04
356.05
3s6.06
356.07
356.08
356.09
3s6.10
3s6.11
3s6.12
356.13
3s56.14
3s6.15
3s6.16
3s56.17
3s6.18
356.19
356.20
3s6.21
3s6.22
356.23

Consensus gtaagga———gcoctgttcatcaacctticacatt-tticactigi—ottatttcaact—cogtit—occattttocaglct [439]
336.00
3s6.01
3s6.02
336.03
3s36.04
3s36.05
3s6.06
336.07
3s36.08
336.09
336.10
3s36.11
3s36.12
336.13
3s36.14
336.15
3s36.16
336.17
3s36.18
336.19
336.20
3s36.21
3s6.22
336.23
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Anexo II - Aedes albopictus - gene Nav - segmento IIIS6, éxons 30-31 - legenda

Diversidade nucleotidica no segmento IIIS6 do Nav em populacles de Aedes albopictus do Brasil. Alinhamento geneious entre os
haplétipos encontrados neste estudo (3s6.00-3s6.23) e sequéncia consenso gerada pelo software geneious. Os nucleotideos em
letras mailsculas correspondem a regido de codifica¢do (Exons 3@ e 31) e aqueles em letras minudsculas referem-se ao intron,
com a numera¢ao no alinhamento no topo de cada bloco, e sublinhado as sequéncias referentes as posi¢des dos primers. Os sitios
invaridveis estdo indicados com pontos, os sitios polimérficos com o nucleotideo alternativo e os gaps com (-). Os cdédons em
vermelho representam os cdédons 1520, 1532 e 1534, respectivamente, onde ocorrem muta¢does kdr em Ae. albopictus.
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