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RESUMO

STEFFLER, L. M. Variabilidade genética de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) no
estado de Sergipe. 2012. 69f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Parasitaria) —
Universidade Federal de Sergipe, Sergipe, 2012.

Aedes aegypti € um importante vetor de graves arboviroses humanas como
dengue, febre amarela e chikungunya em diversos paises tropicais e
subtropicais. O numero de estudos envolvendo genética de populacao com Ae.
aegypti vem crescendo nos ultimos anos, sendo utilizados diversos marcadores
moleculares para avaliar a variabilidade genética deste vetor. Entre os
marcadores utilizados estdo os ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat)
baseados na utilizagdo de microssatélites como primers inespecificos, e SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) que detectam mutagdes em bases Unicas da
cadeia de bases nitrogenadas. O objetivo do estudo foi determinar a
variabilidade genética de populacbes de Ae. aegyti do estado de Sergipe por
meio dos marcadores moleculares ISSR e SNP. Foram capturadas amostras
do mosquito por meio de armadilhas ovitrampas de sete municipios sergipanos:
Canindé de Sao Francisco, Carira, Pinhdao, Nedpolis, Maruim, Aracaju e
Umbauba. Para avaliagdo do polimorfismo genético foi extraido o DNA do
mosquito adulto e amplificado com dois primers para ISSR e nove marcadores
de SNP. Para o marcador ISSR a analise AMOVA resultou em 32% de
variacdo genética entre as populagdes e 68% dentro das populacdes. O valor
de phiST foi igual a 0,3225 indicando alta estruturacdo genética entre as
populacdes. O dendograma gerado pelo método UPGMA agrupou as
populacdes em dois clusters que apresentaram 61% de similaridade. O teste
de Mantel por meio de correlacdo parcial entre as distancias genética e
rodoviaria excluindo a interferéncia do tamanho da cidade foi significativo (r = -
0,5399 e p = 0,0359), supondo a ocorréncia de fluxo génico entre as
populacbes de Ae. aegypti de forma passiva pela acdo humana. Para o
marcador SNP a analise AMOVA revelou diferenciagcdo genética entre as
populacées de Fsr = 0,07354 (p < 0,01) e diversidade genética entre as
populacées de 7,35%. A analise por meio do software Structure 2.3.1,
evidenciou a existéncia de dois clusters baseados em semelhancas
genotipicas. Por essa andlise foi observada uma diferenciagdo genética entre
populacdes localizadas no interior do estado e populagcées mais proximas do
litoral. Ambos marcadores moleculares foram eficientes no estudo genético de
populacdes naturais de Ae. aegypti, sendo possivel diferenciar amostras numa
escala geografica entre 30km a 240km.

Palavras-chave: Aedes aegypti; Variabilidade genética; ISSR; SNP.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Roseli La Corte dos Santos — UFS.
Co-orientador: Prof.2 Dr.2 Silvio Santana Dolabella — UFS.



ABSTRACT

STEFFLER, L. M. Genetic variation in Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)
populations in the State of Sergipe. 2012. 69f. Dissertation (Master of Parasitic
Biology) - Federal University of Sergipe, Sergipe, 2012.

Aedes aegypti is an important vector of human arboviruses as dengue, yellow
fever and chikungunya in several tropical and subtropical countries. Studies of
population genetic on Ae. aegypti has been growing in recent years and several
molecular markers has been used to assess genetic variability of this vector.
Among the molecular markers used is the ISSR (Inter-Simple Sequence
Repeat) based on the use of nonspecific primers as microsatellites, and SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) that detect single base mutations in the chain
of nitrogenous bases. The aim of this study was to determine the genetic
variability in Ae. aegyti populations in the State of Sergipe through the
molecular markers ISSR and SNP. Mosquito samples were caught using
ovitraps in seven cities of Sergipe State: Canindé de Sao Francisco, Carira,
Pinhao, Nedpolis, Maruim, Aracaju and Umbauba. DNA from adult mosquitoes
was extracted and amplified with two ISSR primers and nine SNP markers. For
ISSR marker analysis AMOVA resulted in 32% of genetic variation among
populations and 68% within the population. The value of phiST was equal to
0.3225 indicating high genetic structure among populations. The dendrogram
generated by UPGMA grouped the populations into two clusters that showed
61% similarity. The Mantel test by means of partial correlation between genetic
distances and road excluding the interference of population size of the city was
significant (r = -0.5399, p = 0.0359), assuming the occurrence of gene flow
between Ae. aegypti populations passively by human action. For the marker
SNP AMOVA analysis revealed genetic differentiation of Fsr = 0.07354 (p
<0.01) and genetic diversity of 7.35% among populations. The analysis, showed
the existence of two clusters based on genotypic similarities. For this analysis
we found genetic differentiation between populations located in the countryside
and on the coast. Both markers were efficient for the genetic study of natural
populations of Ae. aegypti and able to differentiate among samples on a
geographic scale from 30km to 240km.

Keywords: Aedes aegypfi, genetic variation; ISSR; SNP.
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1. INTRODUGAO

O Aedes aegypti € um importante vetor de graves arboviroses humanas
como febre amarela, dengue e chikungunya em diversos paises tropicais e
subtropicais. E um mosquito doméstico, antropofilico, com atividade hematofagica
diurna que utiliza, preferencialmente, depdésitos artificiais de agua limpa para
oviposicao (TAUIL, 2002), j&4 sendo observada a presenca de ovos e larvas em
recipientes com agua salobra (RAMASAMY et al., 2011). As fémeas necessitam
de sangue como fonte de proteina para a oogénese, alimentando-se de varios
hospedeiros humanos durante um unico ciclo gonotréfico, aumentando tanto a
probabilidade de serem infectadas como de disseminar o virus (WEAVER e
REISEN, 2010).

A interacao dos fatores abibticos como temperatura, umidade relativa do ar
e precipitagao estdo diretamente relacionadas com a sobrevivéncia dos adultos e
disponibilidades de sitios de oviposicao (HEMME et al., 2010). A proliferagdo de
Ae. aegypti também € auxiliada pela urbanizacdo precaria, quando a falta de
servigos publicos de abastecimento hidrico proporciona o armazenamento de
agua em recipientes intradomiciliares e a falta de coleta de lixo resulta no acumulo
de residuos capazes de armazenar agua da chuva servindo assim de criadouro
(WEAVER e REISEN, 2010). No Brasil, o vetor pode ser encontrado em todos os
estados e o numero de municipios nos quais tem sido verificada sua presenca
tem aumentado rapidamente, evidenciando dificuldades dos programas e acdes
de controle (SOUZA-SANTOS e CARVALHO, 2000).

Ae. aegypti é o vetor primario da dengue, a arbovirose mais comum e
significativa no mundo. O agente etioldégico da doenca é o virus pertencente ao
género Flavivirus que apresenta quatro sorotipos distintos (DENV1, DENV2,
DENV3 e DENV4), ndo conferindo imunidade cruzada ao hospedeiro. A infeccao
pode se apresentar de forma assintomatica; classica, com febre aguda; febre

hemorragica, apresentando sangramentos espontaneos; ou como sindrome de



choque por dengue, caracterizada pela faléncia circulatéria (SOUZA, 2008).
Estima-se que 2,5 bilhdes de pessoas vivam em areas de risco de transmisséo de
dengue, com incidéncia anual de cerca de 50 a 100 milhées de casos, incluindo
500.000 casos de febre hemorragica e 22.000 mortes, principalmente criancas
(CDC, 2012). Com o aumento da frequéncia de epidemias de dengue nas ultimas
décadas e o risco da reurbanizacdo da febre amarela, sdo necessarias medidas
mais efetivas pelo servico de salde publica do Brasil, para enfrentar os
complexos aspectos ecoldgico-epidemioldgicos do vetor (LIMA et al., 2006).

No Brasil circulam os quatro sorotipos da dengue. Nos ultimos 20 anos o
pais passou por quatro grandes epidemias associadas a mudangca do sorotipo
viral predominante: 1998 — DENV 1; 2002 — DENV 3; 2008 — DENV 2; 2010 —
DENV 1 (MS, 2012). Em 2008 foi isolado o sorotipo DENV 4 no estado do
Amazonas, sendo o primeiro estudo a isolar o virus apds 25 anos do seu primeiro
relato, no estado de Roraima em 1982 (FIGUEIREDO et al., 2008). Em 2012, os
sorotipos DENV 1 e DENV 4 foram os mais comuns, com 59,3% e 36,4%
respectivamente, de 2.098 amostras positivas avaliadas. No entanto, essa
distribuicdo apresenta variacbes no percentual de predominio do sorotipo
circulante entre as cinco regides brasileiras: Norte (85,5% - DENV 4); Nordeste
(81,5% - DENV 4); Centro-Oeste (53,3% - DENV 1); Sul (83,8% - DENV 1);
Sudeste (49,7% - DENV 4) (SVS, 2012).

O Brasil registrou queda de 62% nos casos de dengue no inicio de 2012
quando comparado ao mesmo periodo do ano anterior (01 de janeiro a 11 de
fevereiro), e diminuicdo de 86% nos casos graves — que passaram de 1.345
(2011) para 183 (2012) - e de 66% nos o6bitos, que reduziram de 95 (2011) para
32 (2012). Porém, o Levantamento de Infestacdo de Aedes aegypti (LIRAa 2012)
mostrou que 356 municipios tém alta presenca do mosquito, sendo 91
classificados em situacdo de risco de surto, dos quais dois municipios séo
sergipanos (SVS, 2012a). Também foi observado aumento na incidéncia de casos
de dengue em alguns estados como Sergipe, Tocantins, Mato Grosso do Sul e
Pernambuco. Em Sergipe a incidéncia de casos de dengue por 100 mil habitantes
aumentou de 11,0 (2011) para 36,3 (2012) (SVS, 2012a). No atual ano Sergipe



registrou em janeiro 53,09 casos de dengue para cada 100 mil habitantes; em
fevereiro foram 62,38; em margo 76,01; e abril 37,28 (SES/SE, 2012a).

O virus chikungunya pertencente a familia Togaviridae e ao género
Alphavirus foi isolado pela primeira vez na Tanzania, em 1953 (KULARATNE et
al., 2012). Os sintomas gerais sao febre, dor de cabeca, nauseas, vémitos,
mialgia, erupcdo cutanea, e grave artralgia. Pelo fato de apresentar sintomas
parecidos e ocorrer em regides endémicas de dengue, possivelmente tem
ocorrido um subdiagnoéstico da doenca causada pelo virus chikungunia,
subestimando uma importante arbovirose (WEAVER e REISEN, 2010). Diversos
surtos tém ocorrido em regides da Africa e Asia, sendo relatada uma epidemia na
india em 2006 onde foram notificados mais de 1,39 milhdo de casos suspeitos de
chikungunya, afetando 210 municipios em 13 estados (NAGPAL et al., 2012). No
Brasil ndo ha registro da circulacéo do virus chikungunya, sendo relatados apenas
trés casos importados (MS, 2010a; ALBUQUERQUE et al. 2012).

Existe uma vacina eficaz para a febre amarela, porém nao se dispdéem de
vacina nem antivirais para o combate a dengue e ao chikungunya, sendo o vetor o
elo vulneravel da cadeia epidemioldgica. Sendo assim, o controle estd centrado
na reducdo da densidade vetorial, baseado em medidas como manejo ambiental,
saneamento basico, coleta de residuos sélidos, participagcdo comunitaria a fim de
evitar a infestacdo domiciliar e o uso excessivo de produtos quimicos (SVS,
2009).

No Brasil, os programas de controle de Ae. aegypti utilizam principalmente
inseticidas quimicos, nos quais se destacam os larvicidas organofosforados, como
o temephos, e os piretrdides cipermetrina e deltametrina, utilizados no controle
das formas adultas. E necessario o monitoramento desses produtos quimicos,
pois 0 uso continuo pode desencadear a resisténcia do vetor, o0 que favorece o
aumento da populagéo vetorial resultando no acréscimo dos casos de dengue
(LUNA et al., 2004; LIMA et al., 2006; BRAGA e VALLE, 2007). Na perspectiva de
alternativas de controle de mosquitos, pode-se citar, além do methoprene, um dos
mais antigos analogos de horménio juvenil desenvolvidos, o pyriproxifen, também
quimicamente relacionado ao horménio juvenil natural (HJ), de grande eficacia.

Existem outros compostos, os inibidores da sintese de quitina, que, apesar de nao



quimicamente relacionados ao HJ, produzem efeitos similares. Os mais
conhecidos sao o diflubenzuron e o triflumuron, que atuam sobre as larvas
ocasionando sua morte durante a ecdise (BRAGA e VALLE, 2007).

Com a deteccao de resisténcia a produtos quimicos e o conhecimento
genético de vetores de doencas, estdo sendo desenvolvidas novas estratégias,
como exemplo, o controle genético baseada na técnica do inseto estéril. Uma
delas consiste na liberacdo de machos esterilizados por radiacao (sterile insect
technique - SIT), a outra, na integracdo de um gene letal dominante associado a
um promotor especifico de fémeas imaturas (release of insect carrying a dominant
lethal gene — RIDL). Entre as vantagens sobre outras técnicas biolégicas e
quimicas de controle de vetores estdo: alta especificidade, ndo prejudicial ao meio
ambiente, baixo custo de producdo e alta eficacia, podendo vir a ser uma
importante ferramenta do manejo integrado de vetores (WILKE et al., 2009).

O mosquito adulto voa distancias aproximadas de 100 metros (HONORIO
et al., 2003), sendo que em ambientes urbanos, manipulagdes antropogénicas
podem resultar na fragmentacdo do habitat, atuando como barreiras significativas
para migracdao do mosquito e, assim, influenciar na dispersao do vetor. Esse fato
pode afetar o fluxo de genes relacionados a competéncia vetorial e a resisténcia
aos inseticidas (HEMME et al., 2010).

A conclusdo do projeto genoma de Ae. aegypti (NENE et al., 2007), tem
auxiliado os estudos moleculares com o objetivo de ampliar a compreensao da
biologia do mosquito. Tais estudos podem vir a identificar novos alvos de controle
populacional do vetor, como o desenvolvimento de estratégias para introducao de
caracteristicas refratarias em populacdes naturais (CATTERUCCIA, 2007). A
caracterizagao detalhada do desenvolvimento do mosquito e o conhecimento de
genes relacionados a regulacao desse processo, assim como a identificacdo de
genes envolvidos na busca por repasto sanguineo, na digestdo, na reproducéo,
na susceptibilidade/refratariedade a agentes patogénicos e resisténcia a
inseticidas podem auxiliar na obtencdo de novas abordagens para o controle de
doencas transmitidas por mosquitos (CHEN et al., 2008; CLEMONS et al., 2010).



O numero de estudos envolvendo genética de populacdo com Ae. aegypti
vem crescendo nos ultimos anos. Diversos marcadores moleculares podem ser
empregados no estudo da variabilidade genética deste vetor. Marcador molecular
€ todo e qualquer fenotipo molecular advindo de um gene expresso ou de uma
sequéncia de DNA, correspondente a uma regido codificante ou nao (FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998). O desenvolvimento de marcadores genéticos para Ae.
aegypti tem facilitado o acompanhamento de grupos de genes ou de segmentos
do genoma relacionados a um fenétipo de interesse. Nos ultimos anos, estudos
genéticos com Ae. aegypti baseados em tecnologia de marcadores como
izoenzimas, Polimorfismo de DNA amplificado Randomicamente (RAPD),
Polimorfismo de Tamanho dos Fragmentos de Restricao (RFLP), Polimorfismo de
Conformacao de Fita Simples (SSCP), Polimorfismo de Unico Nucleotideo (SNPs)
e Microssatélites resultaram na construcdo de mapas genéticos (CLEMONS et
al., 2010).

Os microssatélites, também chamados de SSR (Repeticoes de Sequéncias
Simples), foram isolados e descritos, simultaneamente por trés grupos de
cientistas, como pequenas sequéncias repetidas em tandem com um a quatro
nucleotideos (LITT e LUTY, 1989; TAUTZ, 1989; WEBER e MAY, 1989). Séao
tipicamente de natureza co-dominante, possuem riquezas de alelos por loco, alta
heterozigosidade, e elevado conteudo informativo (LEOI, 2003). O alto nivel de
polimorfismo em seus locos (LITT e LUTY, 1989; TAUTZ, 1989; WEBER e MAY,
1989), proporciona sua utilizacdo em diversos tipos de estudos populacionais,
permitindo analisar desde individuos até espécies relacionadas (BRONW et al.,
1996).

As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente
conservadas dentro de uma mesma espécie, permitindo a selecado de primers
especificos que amplificam, via PCR (Reacdo em Cadeia pela Polimerase),
fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os gendétipos. Quando os
microssatélites sdo individualmente amplificados, usando o par de primers
complementar as sequéncias Unicas que os flanqueiam quase que
invariavelmente mostram extensivo polimorfismo para tamanho. Esta variagdo nos

tamanhos dos produtos de PCR é consequéncia da ocorréncia de diferentes



nameros de unidades repetitivas dentro da estrutura do microssatélite
(MORGANTE e OLIVIERI, 1993; McCOUCH et al., 1997; CREGAN et al., 1999;
ASHKENAZI et al., 2001).

Apesar do esforco na descoberta de novos loci polimérficos, um numero
limitado tem sido identificado para mosquitos da espécie Ae. aegypti (HUBER et
al., 2001; CHAMBERS et al., 2007; SLOTMAN et al., 2007; LOVIN et al., 2009).
As pesquisas por novos loci de microssatélites em Anopheles gambiae, Culex
quinquefasciatus e Ae. aegypti, demonstraram que microssatélites parecem ser
mais abundantes, em termos de percentual de frequéncia no genoma, em An.
gambiae (0.75%) do que nas demais espécies, sendo que Ae. aegypti (0.109%)

possui 0 menor percentual (HICKNER et al., 2010).

Costa-Ribeiro et al. (2006) testaram marcadores microssatélites descritos
por Huber et al. (2001) em populacdes de Ae.aegypti de cinco distritos no Rio de
Janeiro. Apesar da obtencdo de resultados promissores em relacdo aos
marcadores isoenzimaticos, um dos seis loci testados foi monomorfico e outro
apresentou déficit de heterozigotos. Microssatélites loci especificos também se
revelaram Uteis para detectar diferenciacdo genética em amostras dos cinco
continentes do mundo, porém foi necessaria a utilizagao de 12 loci polimorficos
para diferenciar populagdes do mosquito em localidades da Africa de populagdes
fora da Africa (BROWN et al., 2011).

A utilidade dos microssatélites para identificar diferencas entre populagdes
de Ae. aegypti em escala microgeografica e para avaliar a variacao temporal de
populacdées do vetor foi demonstrada em estudo realizado na Costa do Marfim,
no entanto alguns loci mostraram baixo polimorfismo e em parte de uma
populacédo do estudo ndo houve amplificacdo de bandas com a utilizacdo de um
primer especifico (RAVEL et al., 2002). Também foi possivel observar variagao
genética entre as subespécies de Ae. aegypti no Senegal com a utilizagao de oito
loci especificos de microssatélites, embora eles ndo tenham sido suficientes para
detectar diferenca genética entre larvas que apresentavam diferenca morfolégica
e ecologica dependendo do sitio de criacdo (PAUPY et al., 2010). Estes mesmos
oito loci especificos de microssatélites foram utilizados para avaliar a diversidade
genética de populacdes de Ae. aegypti silvestres e domésticas no norte de



Senegal, constatando alto grau de variabilidade entre as populacdes silvestres, o
que nao foi observado entre as populacées domésticas, indicando um fluxo
génico heterogéneo entre elas (PAUPY et al., 2008).

A aplicagédo de microssatélites como primers ndo especificos foi utilizada
inicialmente por Meyer et al. (1993) para a diferenciacao de cepas de fungos. Tal
procedimento, entretanto, produziu um maior nimero de bandas que o esperado,
provavelmente devido ao anelamento do iniciador em posicdes diferentes dentro
das sequéncias repetidas. Zietkiewicz et al. (1994) contornaram esse problema
ancorando repeticoes CA na extremidade 5 ou 3’ do primer, reduzindo assim o
numero de possiveis alvos de anelamento e aumentando a especificidade. Os
autores denominaram esta técnica de Inter-Simple Sequence Repeat -PCR
(ISSR-PCR) e obtiveram excelentes resultados em uma variedade de eucariotos,
principalmente com o primer (CA)sRY, ancorado na extremidade 3’, onde R € uma

purina qualquer e Y uma pirimidina.

A técnica de ISSR-PCR possui caracteristica dominante e amplifica regides
entre microssatélites, ndo impedindo que na regidao amplificada estejam inseridos
alguns microssatélites. Duas caracteristicas importantes sdo observadas na
técnica ISSR-PCR: revela alto nivel de polimorfismo, o que é particularmente
importante para estudos intraespecificos em pequena escala geografica que
visam identificar geneticamente diferentes populacdes de uma espécie; e elevada
temperatura de anelamento dos primers, resultando em uma alta repetibilidade
dos padrdes obtidos (SOLIANI et al., 2010).

Estudos de variabilidade genética e identificacao de cepas de protozoarios
e helmintos tém mostrado bons resultados por meio da técnica ISSR-PCR
(VOLPINI et al., 2001; ANOU et al., 2002; FERREIRA et al., 2004), sendo uma
alternativa para estudo de variabilidade genética com menor custo de trabalho
que os microssatélites loci especificos (OLIVEIRA, 2010). Em geral, a eficiéncia
do marcador molecular esta associada ao polimorfismo detectado no conjunto
analisado. A técnica ISSR-PCR aplicada com insetos Mayetiola exibiram alto
polimorfismo quando comparados com a técnica RAPD e maior distancia genética

em compara¢do aos marcadores mitocondriais, fornecendo dados de uma alta



diversidade genética que pode ser investigada a nivel inter ou intra- espécies
(KHEMAKHEM et al., 2005).

O ISSR-PCR também se demonstrou util em detectar maior distancia
genética em populagcdes de mariposas com o aumento da altitude e distancia
geografica (PRADEEP et al., 2011), assim como uma divisdo de grupos genéticos
associados a origem geografica em espécies de cartamos (GOLKAR et al., 2011).
Estudo com abelhas Melipona quadrifasciata indicaram que o marcador ISSR-
PCR possui potencial para estudos de estruturacdo genética, embora os
agrupamentos genéticos formados n&o correspondessem as caracteristicas
morfolégicas, poderiam estar relacionados ao isolamento geografico
(NASCIMENTO et al., 2010). O marcador ISSR-PCR foi utilizado para analisar o
nivel de diferenciacdo genética e fluxo génico de Ae. aegypti provenientes do
Uruguai e nordeste da Argentina para identificar possiveis padrées de
colonizagao, sendo o primeiro estudo a relatar o uso desse marcador para andlise
genética desse vetor. A técnica produziu padrbes altamente polimoérficos e
repetiveis, capaz de diferenciar populagcdes de escala geografica pequena
(SOLIANI et al., 2010).

Avangos tecnolégicos recentes trouxeram metodologias de alto
desempenho, baixo custo e mé&o de obra para prospeccdo, caracterizacdo e
genotipagem de marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Os
marcadores SNP tem como base as alteracbes mais elementares da molécula de
DNA, ou seja, mutagdes em bases Unicas da cadeia de bases nitrogenadas
(Adenina (A), Citosina (C), Timina (T) e Guanina (G)). As mutagées mais comuns
sao as transicoes, onde ocorrem trocas de uma purina por outra purina (A/G) ou
de uma pirimidina por outra pirimidina (C/T). Menos frequentes, as transversoes
ocorrem quando ha troca de uma purina por uma pirimidina, ou vice-versa (C/T -
A/G). Normalmente, os marcadores SNP sdo bi-alélicos, pois geralmente séo
encontrados apenas dois variantes em uma espécie, como exemplo, um alelo

corresponde a um par de bases A/T e o outro a um G/C.

Os SNPs podem ocorrer em regides codificadoras ou com funcao
regulatéria, porém, na maior parte das vezes sdo encontrados em espacgos

intergénicos, sem funcao determinada. Sdo abundantes nos genomas de



espécies ndo endogamicas e suas bases moleculares permitem que haja uma
distribuicado homogénea de SNPs pelo genoma (CAETANO, 2009). A procura de
SNPs no genoma de Ae. aegypti indicou que a sua frequéncia varia conforme a
funcéo do gene, sendo observados mais SNPs em genes de expressao especifica
de algum tecido ou que estejam relacionados com a defesa contra parasito
(MORLAIS e SEVERSON, 2003). Estudo realizado no Senegal para avaliar a
competéncia vetorial, a distribuicdo das subespécies Ae, aegypti aegypti e Ae.
aegypti formosus e a variabilidade genética por meio de marcadores SNP,
demonstrou que este marcador revelou grande diferenca na frequéncia alélica nas
amostras coletadas. Pequena quantidade dessa variagédo (3,2%) podia ser
atribuida a distancia geografica entre o sitio de coleta e a caracteristica
fitogeografica da regido em que as coletas foram realizadas, demais variacoes
foram atribuidas ao ano de coleta, ao tipo de habitat, entre outros (SYLLA et al.,
2009). Em estudo realizado para o mapeamento de regides cromossémicas
relacionadas com a variacdo fenotipica de caracteristicas quantitativas
denominadas QTL (Quantitative trait loci) relacionados com resisténcia a
permetrina em populacdes de Ae. aegypti, foram identificados SNPs em 22 loci
com potencial atividade de resisténcia, incluindo genes que codificam o citocromo
P450s, esterases, ou glutationa transferase (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al.,
2008). O sequenciamento de parte de sete genes de Ae, aegypti revelou a
existéncia de 53 SNPs polimérficos, dos quais oito foram utilizados para delinear
a estrutura populacional de trés populagcdes do mosquito, demonstrando ser um
marcador bastante polimérfico e Gtil para o estudo (PADUAN e RIBOLLA, 2009).

A habilidade de adaptacdo de um organismo depende da sua variabilidade
genética. A informacdo da variacdo genética dentro e entre as populagcbes é
importante para compreender a historia evolutiva de populagdes de mosquitos e
da epidemiologia da doencga (YAN et al., 1998). O estudo da estrutura genética da
populacado é essencial para o entendimento da dinamica das populagdes do Ae.
aegypti e para a andlise de fatores responsaveis pela resisténcia e adaptacao
ecoldgica (HIRAGI et al. 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

+ Determinar a variabilidade genética de populacdes de Aedes aegypti no
Estado de Sergipe.

2.2. Objetivos especificos:

+ Genotipar populagdes naturais de Aedes aegypti por meio de marcadores
moleculares SNPs;

+ Analisar a variabilidade genética e o fluxo génico de populagdes naturais
de Aedes aegypti por meio de marcadores moleculares ISSR e SNP.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Area de estudo

O estudo foi realizado em Sergipe, abrangendo municipios de diferentes
territérios do estado. Sergipe, apesar de ser o menor estado da federagao
brasileira, apresenta areas com diferentes condicdes ambientais. A extensdo
territorial é de 21.918 Km? onde se encontram 2.068.017 habitantes (IBGE,
2010). O Estado de Sergipe esta localizado nas coordenadas geograficas 9°31’S
a 11°33’'S e 36°25'W a 38°14’'W. De acordo com Centro Meteoroldgico de Sergipe
- CEMESE/ SEMARH - (2012), o estado encontra-se na faixa tropical e possui
como problema climatico a irregularidade espacial e temporal da distribuicao da
precipitacdo pluviométrica anual, sendo decrescente do litoral, onde atinge
precipitacao superior a 1600mm, em direcdo ao semi-arido, onde séo registradas
precipitacdes inferiores a 500mm. O periodo chuvoso no estado se concentra
entre os meses de abril a agosto, com 0 maximo concentrado nos meses de maio,

junho e julho.

O estado de Sergipe se encontra dividido em oito territérios de
planejamento: Agreste Central, Alto Sertdo, Médio Sertdo, Baixo Sdo Francisco,
Centro Sul, Leste, Sul e Grande Aracaju. Foram colhidas amostras de mosquitos
de sete municipios (Fig.1):

e (Carira: localizada no agreste central, possui uma superficie territorial
de 636,400 Km? e uma populacdo estimada de 20.007 habitantes
(IBGE, 2010).

e Pinhdo: localizada no agreste central, possui uma superficie
territorial de 155,887 Km? e uma populagdo estimada de 5.973
habitantes (IBGE, 2010).

e Canindé de S&o Francisco: localizada no alto sertdo, possui uma

superficie territorial de 902,241 Km? e uma populacdo estimada de
24.686 habitantes (IBGE, 2010).
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e Nedpolis: localizada no baixo Sao Francisco, possui uma superficie
territorial de 265,951 Km? e uma populacdo estimada de 18.506
habitantes (IBGE, 2010).

e Maruim: localizada na grande Aracaju, possui uma superficie
territorial de 93,770 Km? e uma populagdo estimada de 16.343
habitantes (IBGE, 2010).

e Aracaju: localizada na grande Aracaju, possui uma superficie
territorial de 181,856 Km? e uma populacdo estimada de 571.149
habitantes (IBGE, 2010).

e Umbadba: localizada no sul do estado, possui uma superficie
territorial de 121,100 Km? e uma populacdo estimada de 22.434
habitantes (IBGE, 2010).

anindé de Sao Francisco

Alto Sertdo Sergipano
[ Agreste Central Sergipano

Baixo Sdo Francisco Sergipano

=

Il Centro Sul Sergipano
[ Grande Aracaju

[] Leste Sergipano
] Meédio Sertéo Sergipano
[

] Sul Sergipano

Figura 1: Mapa do estado de Sergipe dividido em territérios de planejamento. Os
pontos representam os Municipios selecionados para o estudo. Fonte: CODISE —
Companhia de Desenvolvimento Industrial do Estado de Sergipe.
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A selecdo dos municipios foi feita com a intengdo de abranger a maior
parte do estado considerando as diferentes regides morfoclimaticas. A
proximidade entre os municipios de Carira e Pinhdo e entre Aracaju e Maruim
servirdo para observar se 0 marcador molecular escolhido é sensivel o suficiente

para diferenciar populacdes geograficamente préximas.

3.2. Obtencao dos ovos

A coleta de ovos foi realizada por meio de visitas aos municipios
selecionados para instalagdo de armadilhas de oviposicdo, conhecidas no Brasil
como ovitrampas. Cada municipio foi dividido em quadrantes, com instalacdo de
armadilhas, de modo aleatério, para incluir areas com diferentes niveis de
infestacdo e emprego rotineiro de inseticidas. Por tratar-se de municipios
pequenos (<50.000 imoveis), com excegdo de Aracaju, foram instaladas 100
ovitrampas em cada municipio, sendo estabelecido que em uma quadra sé
devesse ter uma armadilha. No caso de Aracaju, a coleta envolveu a instalacéao
de 30 ovitrampas no bairro Porto Dantas, local com monitoramento da resisténcia
a inseticidas pelo Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal de
Sergipe desde 2007. As armadilhas permaneceram em campo por um periodo de
até quatro semanas. Para aumentar o rendimento da ovitrampa foi utilizada
infusdo de gramineas na agua da armadilha. Apds a instalagdo, as armadilhas
foram monitoradas semanalmente. As palhetas foram retiradas e a solucdo da
armadilha foi examinada e descartada para eliminar larvas que podiam ter
eclodido, em caso de postura. As palhetas coletadas em campo foram levadas
para o Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal de Sergipe e
permaneceram em copos na posicdo vertical para secagem, a temperatura
ambiente, e para garantir que o embrido completasse seu desenvolvimento. Apds
esse periodo foi realizada a contagem de ovos das palhetas, utilizando

microscoépio estereoscopico.
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3.3. Estabelecimento das colonias

As criacOes das populacoes de Ae. aegypti foram realizadas no insetario do
Laboratério de Parasitologia em ambiente climatizado com temperatura e
umidade monitoradas (temperatura de 26°C + 2°C, umidade relativa do ar de 80%
+ 20°C e fotoperiodo de 12hs).

Os ovos colhidos no campo foram postos para eclodir em bandejas
brancas com as dimensdes de 30cm x 20cm x 6cm. A alimentacao das larvas foi
feita diariamente com racdo de gato triturada, devidamente pesada na propor¢ao
de 1 grama de ragao para 1000 larvas. Ao atingir o estagio de pupa, estas foram
transferidas para gaiolas de aluminio cuja dimensao € 40 cm x 40 cm x 40 cm,
onde emergiram os adultos. Os adultos ndo foram alimentados nem com solugao
acucarada, nem com alimentagdo sanguinea para que nao houvesse
contaminacao na etapa de extracdo de DNA. Apds emergirem, os adultos foram
aspirados e mortos a -20°C. Foram selecionadas 50 fémeas de cada populacao e
armazenadas em eppendorf com alcool 70% até a etapa de extracdo de DNA.

3.4. Avaliacao do polimorfismo genético

3.4.1. Extracao de DNA

Para cada municipio foram analisadas 20 fémeas de Ae. aegypti da
populacdo selvagem, a qual foi gerada a partir de ovos coletados em campo,
totalizando 140 individuos utilizados na avaliagdo da variabilidade genética por

marcadores moleculares SNPs e ISSR.

Os DNAs genbmicos foram extraidos conforme protocolo descrito por
Ayres et al. (2002) com algumas modificagbes: insetos individuais foram
macerados em 500 pl de tampéao de lise (NaCl 5 M, Tris-HCI 0,5 M, pH 8,0 e
EDTA 0,5 M, ph 8,0), 3,6 ul de proteinase K (0,5mg/ml) e 60 pl de SDS 10%. O
macerado foi incubado a 60°C por cinco horas. Apds este tempo, foi adicionado
67 ul de NaCl 5M, a mistura foi colocada no vértex por 30 segundos, seguida de
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centrifugagdo a 14.000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi retirado e colocado
em um novo microtubo. O DNA foi precipitado do sobrenadante pela adicdo de
igual volume de isopropanol, incubado a -20°C “overnight’ e centrifugado a 14.000
rom por 20 min. O pellet foi lavado com etanol 70%, centrifugado a 14.000 rpm
por 10 min, seco e ressuspendido em 30 ul de TE (TRIS-EDTA, 10:1 mM). Apds a
extragdo, as amostras de DNA foram armazenadas a -20°C até sua utilizagao nas
reacbes de PCR. As concentragbes de DNA foram obtidas por analise
espectrofotométrica em aparelho NanoDrop 2000C ( Thermo Scientific) com leitura

de densidade o6tica de 260 e 280 nanometros.

3.4.2. Marcador molecular ISSR

3.4.2.1. PCR

Para a técnica ISSR foram utilizados dois primers denominados (CA)sRY e
(GA)gRY (Invitrogen) para avaliar o polimorfismo genético das populagdes. Os
primers possuem uma purina (R) e pirimidina (Y) quaisquer ancorados na por¢cao
3.

O premix para PCR da técnica ISSR consistiu em uma reacao de 15pL,
contendo 50ng DNA gendémico, tampao RB 10X (10mM Tris-HCL pH8.5, 50mM
KCl, 1,5mM MgCl,), 1,5u de Taqg polimerase (5u/uL Invitrogen), 0,2mM de dNTPs,
e 1uM dos primers (CA)sRY ou (GA)sRY. As misturas dos iniciadores foram
incubadas em termociclador Veriti 96 well thermal cycler (Applied Biosystems)
programado para trés etapas: a primeira etapa de desnaturacado a 95°C por 5min;
a segunda etapa de 39 ciclos, consistindo cada ciclo de uma etapa de
desnaturagdo a 95°C por 30s, de anelamento a 47,5°C para o primer (CA)sRY e
45,2°C para o primer (GA)sRY por 30s e de extensdo a 72°C por 2min; e a
terceira etapa de extensao final por 72°C por 5min.
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3.4.2.2 Eletroforese

Quatro microlitros do produto de PCR homogeneizados com um microlitro
de blue juice (Invitrogen) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%,
em tampao TBE (Tris-borato de EDTA), utilizando brometo de etidio como corante
para verificacdo do produto das amplificacées. Os fragmentos amplificados foram
comparados com o DNA Ladder de 1kb (Invitrogen) e visualizados por meio do

transluminador.

3.4.2.3 Analise dos dados de ISSR

Os resultados obtidos foram analisados através da estatistica multivariada.
A selegao das bandas foi realizada com auxilio do programa GelAnalyser v.
2010a e computadas como 1 (presenca) e 0 (auséncia) em planilhas do Excel v.
2007. Cada banda foi considerada como um /oco. Por meio do programa FAMD v.
1.25 (Fingerprint Analysis with Missing Data) foi realizada a analise da média de
bandas por populacdo, numero de bandas polimoérficas, analise da variancia
molecular (AMOVA) e gerada a matriz triangular de similaridade (S) genética
entre os pares de populacées que compdem a andlise, a qual foi transformada em
coeficiente de dissimilaridade (D) a partir de D=1-S, e usada para estimar a
diversidade genética da populacédo estudada. Com auxilio do software NTSYS v.
2.0 foi gerado o dendograma com a matriz de similaridade pelo critério de SAHN
(Sequencial, Agglomerative, Hierarchic, Monoverlapping clustering methods) e o
método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages)
(SNEATH e SOKALI, 1973), que nao considera a estrutura de subdivisdo do
grupo, dando pesos iguais a cada individuo e recalculando a similaridade média
de um individuo que se pretende juntar ao grupo pré-existente. Com o mesmo
programa também foi calculada correlacao cofenética (SOKAL e ROHLF, 1962),
uma analise que estabelece uma correlacdo entre a matriz de similaridade (ou
dissimilaridade) com o dendrograma gerado através desta, que pode ser
empregada para verificar a confiabilidade das conclusdes frente a interpretagéo
dos dendrogramas. A correlacado cofenética apresenta valores ente 0 e 1, assim,

quanto mais préximo de um, menor sera a distorcdo provocada pelo agrupamento
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dos individuos pelo método UPGMA, sendo considerado significativo valores
acima de 0,7. Pelo teste de Mantel, com 5.000 permutacdes, foram calculadas as
correlacdes lineares simples (comparacao entre duas matrizes) e as correlacdes
parciais de primeira ordem (comparagao de trés matrizes, controlando-se o efeito
de uma). A analise da correlacao linear simples foi entre as matrizes de distancias
genéticas versos as matrizes de distancias geogréficas linear ou rodoviaria. Para
a andlise da correlacao parcial, foram utilizadas as matrizes ja citadas e a matriz
do numero de habitantes de cada municipio analisado, a qual serviu para a
andlise da correlagédo parcial para controlar o efeito da influéncia da diferenca do

tamanho da populagéo entre os municipios.

3.4.3. Marcador molecular SNP

3.4.3.1. PCR

Para a caracterizacdo das popula¢des foram utilizados nove marcadores
SNPs referentes aos genes Ef-2 (Elongation factor), AelMUC1 (Mucin-like
protein), Na/K (Sodium/potassium channel), PGK (Phosphoglycerate kinase),
apolLp-1l (Apolipophorin Il), FerH (Ferritin heavy chain), CYP9J2 (Cytocrome
P450), TSF (Transferrin) e Chym (Chymotrypsin), que foram previamente
selecionados para o estudo populacional do Ae. aegypti no Brasil (PADUAN e
RIBOLLA, 2009) (Tab.1). Tais genes foram escolhidos por estarem espalhados no
genoma do Ae. aegypti, na tentativa de se evitar a ligacdo genética, e por se
mostrarem envolvidos em processos importantes como: digestdo, resisténcia a

inseticidas, susceptibilidade a patégenos, resposta imune, etc.

O DNA de cada mosquito foi submetido a amplificagao pela PCR em tempo
real através da plataforma StepOnePlus™ v. 2.1 (Applied Biosystems) utilizando-
se placas o6pticas de 96 pocos e sistema TagMan® para a discriminacao alélica.
As reacdes de PCR foram preparadas utilizando-se o robd - CAS-1200 Liquid
Handling Robot (Corbett Life Science), com o conjunto de reagentes QuantiFast
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Tabela 1: Oligonucleotideos e sondas utilizadas para genotipagem de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em Aedes
aegypti. Nucleotideo destacado em vermelho indica o polimorfismo presente na sonda marcada com fluoréforo VIC™; o

nucleotideo marcado em azul indica o polimorfismo presente na sonda marcada com fluoréforo FAM™,

Gene Oligonucleotideo F (5’ — 3’) Oligonucleotideo R (5’ - 3°) Sonda VIC™ (5’ - 3%) Sonda FAM™ (5’ - 3°)
AelMUCH AAGCCAGCGTTTGTGATTGG GGCACAGAACTTCCACCACTA CATCCGGCCABICTC CATCCGGCCAJICTC
apolLp-II CCGGTGCCTCCGTTGAA TTTGCGTCAGATACCTCCTTGTT TTTGGCCAATCTHETACAAG  TTTGGCCAATCTTACAAG
Ef2 TGTGCGTACAGACCGAAACC ACAGCACCGGCTTGATACG TTCGGCHATGGCCT TCGGCHATGGCCT
Na/K GCTACCGGAGTCGCCAAAA GGGCAGAGGGAAGAAATGATAGTTT CCCTCCAACHETTAACA CCCTCCAACHTTAACA
PGK TGATCATTGGAGGTGGAATGGC GTCGAACAATGATCCTCCAATTTCC AATACCTTAAGGABCGTAAAT  CCTTAAGGABICGTAAAT
Chym CGAACAGCGTCGTTTGGTT GGCAATGTCATCGGGACTGA CGGAATTCATCHTCCAC CGGAATTCATCJTCCAC
CYP9J2 GGTGTTTGGCTGGAACTGAAG GCCAGTAGATAAACCCATTCCATCA CTAGACCGAABGCTTA CTAGACCGAAEIGCTTA
TSF GGAAGTTACGCAGAGTTTGATCTTG GCCCAGTACAAGGACGTGATC AACGGACCEBTCGCGCT CGGACCHTCGCGCT
FerH CCGTCGACAAGCACTTCAAG AGGAGGATTTCTTCACCGATGTG ACCGACTTAC!TAGTTC ACCGACTTAC!TAGTTC
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Probe PCR kit contendo: Hot Start Taqg Plus DNA polimerase, QuantiFast Probe
PCR Buffer (contendo Q-Bond, que confere a caracteristica fast ao master mix),
dNTPs, fluoréforo de referéncia passiva (ROX). O protocolo de reacao utilizou 5uL
de QuantiFast Probe PCR kit, 0,5uL do Assay-by-Design 20x (conjunto de
oligonucleotideos e sondas marcadas com dois fluoréforos distintos - VIC™ e
FAM™_ especificos para cada alelo), aproximadamente 30 ng/uL de DNA
gendmico e H,O free RNAse, sendo 10uL o volume final.

As condicdes iniciais de amplificacdo foram 30s a 25°C (pré-leitura do
equipamento); 3min a 95°C (ativagcdo Tag DNA polimerase); 40 ciclos a 95°C por
3s (desnaturacdo), 60°C por 30s (anelamento/extencdo); e uma etapa final de
25°C por 30s (leitura final do equipamento). A determinagdo dos alelos foi
efetuada por meio do respectivo software da plataforma StepOnePlus™ v. 2.1
(Applied Biosystems), tendo-se obtido uma raz&do entre a fluorescéncia dos
fluoréforos VIC™ e FAM™, sendo que cada um deles corresponde a um Unico

alelo em cada ensaio.

3.4.3.2. Analise dos dados de SNP

Os SNPs foram identificados automaticamente com auxilio do software da
plataforma StepOnePlus™ v. 2.1 (Applied Biosystems). Planilhas com dados
genotipicos diploides foram montadas no formato Excel, sendo convertidas com
auxilio do software Convert (GLAUBITZ, 2004), que converte 0os arquivos para
utilizagéo de softwares como Arlequin v. 3.1 (EXCOFFIER et al., 2005) e Structure
v. 2.3.3 (PRITCHARD et al.,, 2000). A verificacdo da frequéncia alélica, do
equilibrio de Hardy-Weinberg (HW), e da estrutura genética populacional
(calculado empregando a andlise da variancia molecular - AMOVA) foi obtida por
meio do programa Arlequin v. 3.1. A verificacao do equilibrio de HW foi realizada
pela comparacao da frequéncia observada dos genoétipos com a frequéncia
esperada em equilibrio, que aplica o0 método de Guo e Thompson (1992). O Fis
(coeficiente de endogamia) foi utilizado para estimar a redugdo minima em

heterozigosidade de um individuo devido ao cruzamento aleatério, dentro da
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populacao, sendo calculado para testar as propor¢des do equilibrio de HW entre

0s gendtipos obtidos, de acordo com a equagao:
Fis = 1-(heterozigosidade observada/heterozigosidade esperada)
em que,

e Se existe um excesso de heterozigotos, entédo Fis < 0;

e Se existe um excesso de homozigotos, entdo Fis > 0.

As analises da estrutura populacional calculadas por AMOVA, conforme
descrito por Excoffier e colaboradores (1992), permite verificar o grau de
significAncia genética inter e intrapopulacional. Este método estatistico se baseia
na geracdo de estimativas da varidncia genética em diferentes niveis
hierarquicos, ou seja, de como a diversidade genética encontra-se distribuida
dentro das populagdes e entre as populacdes, além de valores de estatistica F,
que indicam o grau de subdivisdo geografica. Os parametros estatisticos foram
calculados de acordo com Weir e Cockerham (1984). O Fsr (indice de fixacao) é
utilizado para estimar a extensao da diferenciacao genética entre as populagdes
ou subgrupos populacionais (agrupamentos). O indice Fsr entre pares de
populacdes (Fsr pairwise) também foi calculado, e pode ser utilizado como uma
estimativa da distancia genética entre elas. O valor de p igual a 0,05 foi adotado
como limiar de significAncia para todos os testes estatisticos realizados.

O software Structure v. 2.3.1 foi utilizado na analise de estruturacao de
populacdes com base em dados de genotipagem multilocus. A utilizacdo deste
teste possibilita a construgdo de clusters genéticos e estima a fracao do genétipo
de cada individuo que pertence a cada cluster na auséncia de qualquer

informacgao prévia sobre a estrutura da populacéo.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencao dos ovos

A instalacdao das ovitrampas nos municipios sergipanos revelou a alta
infestacdo pelo mosquito Ae. aegypti no estado, com a positividade das
armadilhas chegando a 91% do total de armadilhas instaladas durante seu tempo
maximo de permanéncia no campo. Verificou-se que cinco dos sete municipios
analisados apresentaram percentual de armadilhas positivas superior a 50%,
indicando alta infestacdo do vetor (Tab. 2).

Tabela 2: Positividade de armadilhas e total de ovos de Aedes aegypti coletados
Nos municipios sergipanos. Sergipe, 2012.

Armadilhas Armadilhas

Municipio g Cglets Instsladas positivas Tl ¢
Aracaju (P. Dantas) Mar/2010 30 56 1.540
Neopolis Mar/2010 100 28 2.801
Canindé de Séo
Francisco Jun/2010 100 51 2.302
Carira Out/2010 100 80 6.161
Pinhao Nov/2010 100 39 2.367
Maruim Fev/2011 100 91 21.896

Umbauba Abr/2012 100 76 2.287
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4.2. Avaliacao do polimorfismo genético

4.2.1. Extracao de DNA

Apbés a extracdo de DNA de cada populacdo, as amostras foram
quantificadas em duplicata por meio do NanoDrop 2000C (Thermo Scientific) e
calculado o valor médio de concentracdo. A concentracdo de DNA apresentou
valor minimo de 40ng/uL para as populagbées de Maruim, Carira e Canindé de Sao
Francisco e maximo de 410ng/uL para populacao de Aracaju (Porto Dantas) (Tab.
3).

Tabela 3: Variagdo minima e maxima da concentracao de DNA de Aedes aegypti
para as populacdées dos municipios selecionados no estado de Sergipe, 2012.

Concentracao de DNA (ng/ uL)

Populacao
Minimo Maximo
Aracaju (P. Dantas) 130 410
Pinhao 90 330
Umbauba 86 374
Neobpolis 50 215
Carira 40 230
Maruim 40 150

Canindé de Sao Francisco 40 110
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4.2.2. Marcador molecular ISSR

4.2.2.1. Selecao de bandas para analise

Por meio do software GelAnalyser v. 2010a foram analisados os géis e
selecionadas as bandas que melhor amplificaram, seguindo o critério de
selecionar as bandas que apresentavam um pico definido no gréafico
representativo da imagem do gel (Fig. 2). Foram selecionadas 17 bandas para o
primer (CA)gRY, que variaram entre 450 a 2.230 pares de base (pb) e 13 bandas
para o primer (GA)sRY, que variaram de 350 a 1.700pb, resultando em 30 bandas
selecionadas para a analise, das quais, 29 foram polimérficas. A banda
monomorfica encontrada foi para o iniciador (CA)sRY e apresentou peso
molecular de 1200pb. A média de bandas encontradas por individuo variou de oito
para a populacao de Maruim a 12,4 para a populacao de Aracaju (Porto Dantas).
Exemplo do perfil de bandas amplificadas pelos primers (CA)sRY e (GA)sRY sao
demonstrados na figura 3.
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Figura 2: Selecdo de bandas amplificadas dos géis analisados para os primers
(CA)sRY e (GA)gRY com auxilio do software GelAnalyzer v. 2010a.
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Figura 3: Perfil de bandas amplificadas com marcador molecular ISSR para 20
amostras de Ae. aegypti da populacdo de Pinhdo. A: perfil de bandas para o
iniciador (GA)sRY. B: perfil de bandas para o iniciador (CA)sRY. PM = peso
molecular; pb = pares de base.

4.2.2.2. Analise da estrutura genética populacional

Por meio da analise utilizando o teste AMOVA, verificou-se que do total de
diversidade genética, 32% esta entre as populacdes e 68% dentro da populacéo,
sendo o valor de phiST igual a 0,3225, indicando diferenciagdo genética entre as
populacdes avaliadas. A matriz de dissimilaridade genética entre populacdes
apresentou o menor valor (0.171) entre as populacées de Canindé de Séao
Francisco e Aracaju e um maior valor (0.490) entre as popula¢des de Pinhdo e
Umbauba, indicando maior diferenga entre esses municipios. (Tab. 4)

Foi gerado o dendograma por meio do programa NTSYS v. 2.0 com a
matriz de similaridade genética (Fig. 4) o qual separou as populagdes em dois
grupos que compartilharam 61% de similaridade onde Pinhdo estd separado dos
demais municipios. As populacbes de Canindé de Sao Francisco e Aracaju
ficaram no mesmo ramo apresentando maior similaridade (83%) entre todas as
localidades analisadas. Para o dendograma construido foi obtido um valor de
correlacao cofenética de 0,77, sendo aceitaveis valores acima de 0,7.
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Tabela 4: Matriz de dissimilaridade genética das populacbes de Aedes aegypti
calculado para a analise dos iniciadores (CA)sRY e (GA)sRY.

Canindé de

Populacoes Sao Carira Maruim Pinhao Aracaju  Nedpolis Umbauba
Francisco

Canindé de

Sao -

Francisco

Carira 0.274 -

Maruim 0.217 0.389 -

Pinhao 0.337 0.475 0.333 -

Aracaju 0.171 0.331 0.279 0.427 -

Nedpolis 0.186 0.321 0.227 0.252 0.219 -

Umbauba 0.263 0.313 0.358 0.490 0.359 0.392 -

Caninde
Aracaju

Neodpolis

Maruim

Carira

Umbauba

Pinh&o

Figura 4: Dendograma gerado pelo método UPGMA com a matriz de similaridade
genética de pares de populagdes de Ae. aegypti analisadas pelo marcador
molecular ISSR.

A andlise da correlagdo linear simples pelo teste de Mantel entre as
matrizes triangulares da distancia genética (dissimilaridade) e da distancia

geografica linear entre os municipios nao foi significativa (r = -0,4118, p > 0,05), ja
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entre a distdncia genética e distancia geogréafica rodoviaria foi considerada
significativa (r = -0,4941, p = 0,05). As analises de correlacdo parcial, envolvendo
trés matrizes, possibilitam que o efeito de uma das matrizes seja controlado.
Assim, foi possivel isolar o efeito do tamanho da populacdo dos municipios para
uma melhor estimativa da correlacdo entre as matrizes da distancia genética e

distancias geogréficas (Tab. 5).

Tabela 5: Comparacao entre matrizes de distancias genéticas, geografica linear,
geografica rodoviaria e numero de habitantes, aplicando o teste de Mantel,
utilizando 5000 permutacoes.

Matrizes Comparadas Efeito Controlado r p
Dist. Genética x Dist. Geografica Nenhum - 0.41 0.079
Linear (Dispersao Ativa)

Dist. Genética x Dist. Geografica Nenhum -0.49 0.051
Rodoviaria (Dispersao passiva)

Dist. Genética x Dist. Geografica Tamanho da -0.45 0.058
linear — n° de hab. populacao

Dist. Genética x Dist. Geografica Tamanho da -0.54 0.035
rodoviaria — n°de hab. populacao

p: considerando a margem de erro de 5%

Desta forma, observa-se que parte do fluxo génico entre as populagdes
analisadas pode estar sendo realizado de forma passiva, provavelmente por meio
de transporte de formas imaturas, ja que apenas as correlacées com a distancia

geografica rodoviaria apresentam-se significativa.
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4.2.3. Marcador molecular SNPs

4.2.3.1. Caracterizacao de SNPs por metodologia TagMan®

As reacdes com concentracdo de DNA de aproximadamente 30ng/uL e
volume final de 10uL foram realizadas utilizando controles positivos (amostras
sequenciadas com gendétipo conhecido - homozigoto VIC™, homozigoto FAM™ e
heterozigoto VIC™/FAM™) e negativo (sem DNA), de acordo com o protocolo do
fabricante. Uma vez amplificados (Fig. 5), os produtos foram entdo analisados

através do sistema StepOnePlus™ v. 2.1 (Applied Biosystems).

Discriminacao Alélica

12 @ -

1.0

0.2

v oo
~ ——
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Figura 5: Representacédo da discriminagdo alélica de ensaio TagMan®. Cor azul@®
,alelos T/T; Cor vermelha @, alelos A/A; Cor verde @, ambos os alelos A/T; Cor
pretal, controle negativo.

Apoés a realizacdo das leituras finais de cada ensaio os resultados foram
gerados automaticamente em forma de uma tabela (Fig. 6). Tais resultados foram
utilizados na construcdo de planilhas em formato Excel v. 2007 (Fig. 7 e 8), e

entdo analisados em softwares especificos.
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A B C D E F G H I J K L
1 |Block Type 96well
2 |Chemistry TAQMAN
3 | Experiment C:\Users\Silvio\Desktop'Lizandra\Lizandra - Placa | - Muc.eds . 0,
4 |Experiment 2012-04-15 04:38:11 AM BRT Qualidade (%)
5 |Instrument “steponeplus Gene . L .
6 |Passive Re'ROX Discriminacao dos alelos
7 Posicdo da amostra
8 |Well Sample Name SNP Assay Name Task Allele1 AR Allele2 AR Pass.Ref Quality(%) Call Method Allele1 Automatic Allele1 Ct "4
9 A1 Sample 1 Muc UNKNOWI -0,05195 8864476 4143944 9973814 Homozygous A/A  Auto VERDADEIRO = 0,024667 ;
10 A2 Sample 2 MUC UNKNOWI 0,439461 521742 5449545 9939556 Heterozygous G/A Auto VERDADEIRO = 0,024667 ;
11 A3 Sample 3 MuC UNKNOWI 0,401221 4531677 5096,554 99,24747 Heterozygous G/A Auto VERDADEIRO = 0,024667 T
12 A4 Sample 4 MUC UNKNOWI 1,113584 8,17426 4731,551 9948904 Heterozygous G/A Aulo VERDADEIRO = 0,024667
13 |AS Sample 5 Muc UNKNOWI 1,044738 8.101314 5527084 99.67035 Heterozygous G/A Aulo VERDADEIRO  0.024667 |
14 A6 Sample 6 Muc UNKNOWI -0,03061 9.008843 5836.594 9952121 Homozygous A/A Auto VERDADEIRO  0,024667 {
15 |AT Sample 7 Muc UNKNOWI 1,117456 8345072 4869349 9950514 Heterozygous G/A Auto VERDADEIRO = 0,024667 |
16 A8 Sample 8 Muc UNKNOWI 1,180582 8425132 43909973 99,3195 Heterozygous G/A Auto VERDADEIRO = 0,024667 |
17 A9 Sample 9 MUC UNKNOWI 1,910191 5,177822 4757552 99,16082 Homozygous G/G  Auto VERDADEIRO  0,024667 ;
18 A10 Sample 10 MUC UNKNOWI -0,05369 6,619 5459244 9882906 Homozygous AJA  Auto VERDADEIRO  0,024667 ;
19 |A11 Sample 11 MUC UNKNOWI 0,005214 2,603513 5132,508 6344926 Undetermined Auto VERDADEIRO  0,024667 |
20 |A12 Sample 12 MUC UNKNOWI 0,027464 2.923971 5593.339 64.07436 Undetermined Auto VERDADEIRO _ 0,024667 |

Figura 6: Dados obtidos apds a genotipagem das populagcdes do mosquito Ae.
aegypti para o gene AelMUC1, gerada automaticamente pelo soffware StepOne v.
2.1(Applied Biosystems). A tabela apresenta todos os dados gerados no ensaio,
como: posicao da amostra, qualidade (%), discriminacéo dos alelos, entre outros.
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Figura 7: Planilha representativa da discriminacao alélica (A, T, C e G) para os
genes analisados, a qual apresenta o genétipo de cada individuo das populacdes
do estudo.
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Figura 8: Planilha de discriminacao alélica onde as letras representando os SNPs
foram substituidas por numeros (A=1; C=2; G =3 e T = 4), para a utilizacdo no
software Convert.
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4.2.3.2. Frequéncia alélica

As populacdes apresentaram diferente proporcédo de alelos para os genes
analisados, embora tenha sido observada frequéncia maior de um alelo sobre o
outro para determinados genes. A populacdo de Pinhdo diferiu das demais
populacées apresentando maior frequéncia do alelo A para o gene Ef-2, assim
como Umbauba diferiu apresentando maior frequéncia de alelo G para o gene
Chym do que as demais populagdes. Embora apresentassem homozigotos para
ambos os alelos e heterozigotos na analise, as populacdes de Carira, Umbauba e
Canindé de Sao Francisco apresentaram igual proporcdo dos alelos para os
genes AelMUCT1, apolLp-Il e CYP9J2 respectivamente. Também foi observado a
existéncia de apenas homozigotos nas populacdes de Pinhdo para o gene Na/K,
Carira para o gene PGK e Nebpolis para o gene FerH. (Fig. 9)

EF-2
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Frequéncias Alélicas

Aju Umb Pi Ma Neo Ca CSF

Populacoes

Figura 9: Frequéncias alélicas dos nove SNPs estimados para as populacdes do
estudo. Aju = Aracaju (Porto Dantas); Umb = Umbauba; Pi = Pinhdo; Ma =
Maruim; Neo = Neédpolis; Ca = Carira; CSF = Canindé de Sao Francisco.
(Continua)
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4.2.3.3. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para todas as populagdes a verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg
(HW) foi realizada pela comparacao da frequéncia observada dos genétipos com
a frequéncia esperada em equilibrio (Tabs. 6 a12). Trés dos nove loci analisados
apresentaram-se monomoérficos, sdo eles: Na/K para populacdo de Pinhao (Tab.
8), FerH para Neépolis (Tab. 10) e PGK para Carira (Tab. 11). A maioria dos
SNPs genotipados nas sete populagcdes analisadas ndo apresentou desvio
significante entre a heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He), apenas
os loci AeIMUC1 para a populacdo de Umbauba (Tab. 7); FerH para a populagéo



33

de Pinhdo (Tab. 8); Na/K, CYP9J2 e Chym para Nedpolis (Tab. 10); e apolLp-II
para Carira (Tab. 11) foram significativos estatisticamente (p<0.05), mostrando
que nessas populacdes estes marcadores nao estdo em equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Tabela 6: Frequéncia do alelo raro, heterozigosidades observada e esperada,
estimativas de Fis (coeficiente de endogamia) e significancia dos testes, para
nove SNPs de genes nucleares na populacéo de Aedes aegypti de Aracaju (Porto
Dantas).

Aracaju (Porto Dantas)

Locus N° R Ho He Fis p
Ef-2 20 0.774 0.350 0.357 0.022 1.000
AelMUCT 18 0.235 0.444 0.412 -0.079 1.000
Na/K 19 0.000 0.105 0.102 -0.028 1.000
PGK 20 0.000 0.150 0.142 -0.055 1.000
apolLp-II 20 0.447 0.400 0.492 0.191 0.639
FerH 20 0.741 0.350 0.408 0.147 0.592
CYP9J2 16 0.433 0.312 0.465 0.336 0.276
TSF 20 0.922 0.150 0.142 -0.055 1.000
Chym 20 0.223 0.450 0.408 -0.103 1.000

N = namero de individuos analisados; R = frequéncia do alelo raro; He e Ho = heterozigosidade
esperada e observada para genes nucleares; Fis = teste exato para as propor¢des de Hardy-
Weinberg; p = significancia dos testes.
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Tabela 7: Frequéncia do alelo raro, heterozigosidades observada e esperada,
estimativas de Fis (coeficiente de endogamia) e significancia dos testes, para
nove SNPs de genes nucleares na populacédo de Aedes aegypti de Umbauba.

Umbauba
Locus N° R Ho He Fis p
Ef-2 20 0.591 0.650 0.450 -0.461 0.057
AelMUCT 19 0.513 0.210 0.477 0.566 0.021
Na/K 20 0.000 0.100 0.097 -0.027 1.000
PGK 20 0.000 0.550 0.408 -0.357 0.259
apolLp-II 20 0.387 0.700 0.512 -0.378 0.175
FerH 20 0.707 0.350 0.450 0.226 0.351
CYP9J2 20 0.447 0.500 0.507 0.015 1.000
TSF 20 0.948 0.100 0.097 -0.027 1.000
Chym 20 0.707 0.300 0.466 0.363 0.149

N = namero de individuos analisados; R = frequéncia do alelo raro; He e Ho = heterozigosidade
esperada e observada para genes nucleares; Fis = teste exato para as propor¢des de Hardy-
Weinberg; p = significancia dos testes.

Tabela 8: Frequéncia do alelo raro, heterozigosidades observada e esperada,
estimativas de Fis (coeficiente de endogamia) e significancia dos testes, para
nove SNPs de genes nucleares na populacao de Aedes aegypti de Pinhao.

Pinhao

Locus N° R Ho He Fis p
Ef-2 10 0.229 0.631 0.477 -0.333 0.320
AelMUCA1 18 0.707 0.277 0.474 0.421 0.124
Na/K Locus monomorfico

PGK 20 0.000 0.150 0.142 -0.055 1.000
apolLp-II 20 0.632 0.550 0.450 -0.229 0.602
FerH 20 0.500 0.750 0.480 -0.583 0.015
CYP9J2 20 0.387 0.500 0.492 -0.016 1.000
TSF 20 0.774 0.400 0.328 -0.225 0.547
Chym 20 0.387 0.600 0.507 -0.187 0.646

N = nimero de individuos analisados; R = frequéncia do alelo raro; He e Ho = heterozigosidade
esperada e observada para genes nucleares; Fis = teste exato para as propor¢gées de Hardy-
Weinberg; p = significancia dos testes.
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Tabela 9: Frequéncia do alelo raro, heterozigosidades observada e esperada,
estimativas de Fis (coeficiente de endogamia) e significancia dos testes, para
nove SNPs de genes nucleares na populacao de Aedes aegypti de Maruim.

Maruim
Locus N° R Ho He Fis p
Ef-2 20 0.741 0.350 0.408 0.147 0.589
AelMUCT 19 0.324 0.263 0.371 0.296 0.234
Na/K 20 0.000 0.250 0.224 -0.117 1.000
PGK 20 0.000 0.150 0.142 -0.055 1.000
apolLp-II 20 0.223 0.550 0.450 -0.229 0.605
FerH 20 0.741 0.450 0.357 -0.266 0.530
CYP9J2 20 0.223 0.300 0.328 0.088 1.000
TSF 20 0.866 0.250 0.224 -0.117 1.000
Chym 20 0.387 0.450 0.480 0.065 1.000

N = namero de individuos analisados; R = frequéncia do alelo raro; He e Ho = heterozigosidade
esperada e observada para genes nucleares; Fis = teste exato para as propor¢des de Hardy-
Weinberg; p = significancia dos testes.

Tabela 10: Frequéncia do alelo raro, heterozigosidades observada e esperada,
estimativas de Fis (coeficiente de endogamia) e significancia dos testes, para
nove SNPs de genes nucleares na populacao de Aedes aegypti de Nebpolis.

Neodpolis

Locus N° R Ho He Fis p
Ef-2 20 0.866 0.200 0.261 0.240 0.355
AelMUCT 20 0.223 0.200 0.261 0.240 0.352
Na/K 20 0.316 0.100 0.261 0.623 0.030
PGK 20 0.000 0.250 0.224 -0.117 1.000
apolLp-II 20 0.223 0.600 0.466 -0.295 0.328
FerH Locus monomorfico

CYP9J2 20 0.316 0.100 0.261 0.623 0.030
TSF 20 0.806 0.250 0.357 0.306 0.214
Chym 20 0.447 0.100 0.384 0.744 0.002

N = nimero de individuos analisados; R = frequéncia do alelo raro; He e Ho = heterozigosidade
esperada e observada para genes nucleares; Fis = teste exato para as propor¢des de Hardy-
Weinberg; p = significancia dos testes.
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Tabela 11: Frequéncia do alelo raro, heterozigosidades observada e esperada,
estimativas de Fis (coeficiente de endogamia) e significancia dos testes, para
nove SNPs de genes nucleares na populacao de Aedes aegypti de Carira.

Carira

Locus N° R Ho He Fis p
Ef-2 20 0.806 0.350 0.296 -0.187 1.000
AelMUCT 20 0.447 0.600 0.512 -0.175 0.653
Na/K 20 0.000 0.100 0.097 -0.027 1.000
PGK Locus monomorfico

apolLp-II 20 0.632 0.150 0.511 0.712 0.002
FerH 19 0.648 0.315 0.500 0.375 0.159
CYP9J2 20 0.316 0.450 0.450 0.000 1.000
TSF 20 0.948 0.100 0.097 -0.027 1.000
Chym 20 0.500 0.350 0.501 0.307 0.209

N = namero de individuos analisados; R = frequéncia do alelo raro; He e Ho = heterozigosidade
esperada e observada para genes nucleares; Fis = teste exato para as propor¢des de Hardy-
Weinberg; p = significancia dos testes.

Tabela 12: Frequéncia do alelo raro, heterozigosidades observada e esperada,
estimativas de Fis (coeficiente de endogamia) e significancia dos testes, para
nove SNPs de genes nucleares na populacdo de Aedes aegypti de Canindé de
Sao Francisco.

Canindé de Sao Francisco

Locus N¢ R Ho He Fis P
Ef-2 20 0.741 0.400 0.384 -0.041 1.000
AelMUCH1 20 0.591 0.500 0.492 -0.016 1.000
Na/K 20 0.000 0.150 0.142 -0.055 1.000
PGK 20 0.223 0.350 0.357 0.022 1.000
apolLp-II 20 0.774 0.400 0.328 -0.225 0.548
FerH 20 0.632 0.500 0.466 -0.073 1.000
CYP9J2 20 0.387 0.700 0.512 -0.378 0.175
TSF 20 0.894 0.200 0.184 -0.085 1.000
Chym 20 0.387 0.400 0.466 0.146 0.635

N = namero de individuos analisados; R = frequéncia do alelo raro; He e Ho = heterozigosidade
esperada e observada para genes nucleares; Fis = teste exato para as propor¢gées de Hardy-
Weinberg; p = significancia dos testes.
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4.2.3.4. Analise da estrutura genética populacional

Através da analise utilizando o teste AMOVA, com base nos dados dos
nove loci polimorficos, verificou-se que do total de diversidade genética, 7,35%
esta entre populacgoes, e apenas 1,57% dentro das populagdes, sendo o valor de
Fsrigual a 0,0735 (p = 10°). Grande parte da variabilidade genética (91,08%) foi
identificada dentro dos individuos, provavelmente por este ser um marcador

dipléide de andlise multilocus (Tab.13).

Os valores Fgst pairwise entre populacdes apresentou menor valor entre as
populacdes de Maruim e Aracaju (0.000), indicando menor distdncia genética
entre as duas, as quais se encontram geograficamente mais proximas (p = 0.658).
O maior valor encontrado de Fgsr pairwise foi entre as populagdes de Nedpolis e
Pinhdo (+0,208; p < 10°), indicando maior diferenciagéo genética entre elas. (Tab.
14)

Tabela 13: Andlise de varidancia molecular (AMOVA) da frequéncia dos
marcadores SNPs entre populacdes de Aedes aegypti, sem agrupamento.

R Porcentagem P
Fonte de Variacao GL SQ total de variacio p Estatistica F
Fsr=0.0735
Entre as populagdes 6 37.736 7.35% (< 0,01)
Dentro das populacdes 133  202.925 1.57% (> 0,05)
Dentro dos individuos 140 206.500 91.08% (< 0,05)
Total 279  447.161 100%

GL = grau de liberdade; SQ = soma dos quadrados.
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Tabela 14: Matriz de diferenciacdo genética (Fsr pairwise) das populacées de
Aedes aegypti calculado por meio da analise de nove SNPs de genes nucleares.

Canindé
Populacoes Aracaju Umbauba Pinhdo Maruim Neopolis Carira de Sao
Francisco
Aracaju -
Umbauba 0.040" -
Pinhao 0.097* 0.059* -
Maruim 0.000 0.050* 0.113* -
Neopolis 0.041* 0.131* 0.208* 0.014 -
Carira 0.006 0.033* 0.066* 0.031 0.120* -
Canindé de

Sio Francisco 0.066 0.045 0.038 0.113 0.177 0.042 -

* =p<0,05

O software Structure 2.3.1 (PRITCHARD et al.,, 2000) foi usado para
analisar a estruturacao genética das populacdes de mosquitos Ae. aegypti com
base na informacéao individual dos genétipos para cada locus. O agrupamento
com base nos nove SNPs genotipados, revelou a presenca de duas composi¢coes
genéticas (k = 2) para as sete populagdes do estudo (Fig. 10). As populagdes de
Umbauba, Pinhdo, Carira e Canindé de Sao Francisco apresentaram maior
frequéncia do cluster 2 (verde) e as populacdes de Maruim e Nedpolis tiveram
maior prevaléncia do cluster 1 (vermelho). Aracaju se apresentou como um grupo

hibrido, embora tenha prevalecido a frequéncia do cluster 2 (53%).
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Figura 10: Resultado da anadlise de clusters. Cada um dos 140 individuos
incluidos na anélise é representado por uma linha vertical, dividida em duas
cores. Estas cores representam a probabilidade do individuo pertencer a um dos

clusters.
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5. DISCUSSAO

A positividade das ovitrampas instaladas nos municipios sergipanos
revelou alta infestacdo por Ae. aegypti no estado. Embora essas armadilhas
indiquem a infestacao através do numero de ovos coletados, dado este que nao é
indicador direto do tamanho da populagcdo de mosquitos adultos, a positividade
das armadilhas atesta o elevado numero de iméveis em cada municipio com
presenca da fémea de Ae. aegypti em busca de recipientes apropriados para
realizar a postura e a ampla dispersao do mosquito nas cidades. Assim, 0s
moradores estdo expostos a infeccao ao virus da dengue pelas investidas das
fémeas para realizar a hematofagia.

Para o monitoramento da densidade populacional do mosquito € realizado
no Brasil o levantamento de indice rapido por infestacao de Ae. aegypti (LIRAa), o
qual considera que indices de infestacao predial (IP) de até 1% sao satisfatorios,
entre 1 e 3,9% a area esta em situacao de alerta e acima de 4% ha risco de surto
de dengue (MS, 2010). A média anual do LIRAa no ano de 2011, indicou que a
maioria dos municipios analisados estavam em situacao de alerta (Aracaju IP =
1,58%; Nebpolis IP = 1,40%; Caria IP = 2,08%; Pinhdo IP = 1,46%; Canindé de
Sao Francisco IP = 1,59%), com excec¢ao de Umbauba (IP = 0,95%) classificado
como satisfatério e Maruim que ndo possui registro desse dado (SES/SE, 2012).
Apesar desse levantamento ser correspondente ao ano de 2011, um ano apés a
maioria das coletas realizadas para este estudo e sabendo que a infestagdo pelo
mosquito é dindmica, os dados do LIRAa parecem néao estar de acordo com o alto
percentual de armadilhas ovitrampas apresentado neste estudo. Para o LIRAa
realizado em Sergipe no ano de 2012 foi observado maior valor de IP para o
municipio de Maruim (5,70%), comparado aos demais municipios analisados
(SES/SE, 2012). Este dado de situacao de risco esta mais préximo ao obtido em
nosso estudo, pois o municipio apresentou maior percentual (91%) das
armadilhas ovitrampas instaladas em 2011 para esta pesquisa. Outro municipio
que registrou risco de surto de dengue pela alta infestacdo do mosquito no ano
atual foi Nedpolis (IP = 4,17%). Para o municipio de Umbauba, cuja colocacao de

ovitrampas e o LIRAa sdo do mesmo periodo, a mesma discrepancia foi
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observada, com IP indicando condicdo satisfatéria ao mesmo tempo que as
ovitrampas demonstraram 76% de positividade. Os demais municipios
apresentaram variagdo no percentual de IP, com algumas semanas sendo
satisfatorio e outras apresentando situacao de alerta (SES/SE, 2012). Tais dados
demonstram a presenga do mosquito nos municipios analisados, em densidades
que podem causar surtos de dengue, e exemplificam a dificuldade existente no
controle desse vetor e também na confiabilidade dos indicadores entomolégicos

em uso.

A avaliagdo da resisténcia ao larvicida temephés em municipios
sergipanos, incluindo os selecionados para este estudo com excecdo de
Umbauba, demonstrou que todas as populacées sao resistentes. A razao de
resisténcia (RR), que define o grau de resisténcia de cada populacdo analisada
em relagédo a populagéo de referéncia (Rockefeller), apresentou maior valor para
a populacdo de Pinhdo (RR = 297.8) e menor para Porto Dantas, bairro de
Aracaju (RR = 22.2) (MARTEIS, 2012, p.52). O fendmeno da resisténcia aos
inseticidas e o impacto ambiental e a salde que eles causam faz com que novas
estratégias de controle vetorial sejam propostas, para as quais estudos da
biologia, ecologia e genética de populagdes de Ae. aegypti sdo imprescindiveis.

O marcador molecular ISSR tem sido usado no estudo genético de varias
espécies, apresentando resultados significativos para estruturagédo e variabilidade
genética (REDDY et al., 2009; GOLKAR et al., 2011; NEAL et al., 2011). Neste
estudo foram usados apenas dois iniciadores, 0s quais se demonstraram
polimérficos o suficiente para diferenciar populacdes geograficamente préximas.
O primer (GA)sYG, similar ao usado neste estudo ((GA)sRY), foi o mais
informativo em uma analise de variedades de arroz tolerantes a seca, inundacao
e salinidade, pois com seu uso as amostras foram subdivididas em trés clusters
distintos dentro do grupo de variedades tolerantes (REDDY et al., 2009). Na
analise de cepas de Tripanossoma cruzi com marcadores moleculares RAPD e
ISSR, enquanto foram usados trés iniciadores para a primeira técnica, apenas o
uso do iniciador (CA)sRY foi suficiente para diferenciar as cepas em dois grupos
assim como a técnica RAPD (ZALLOUM et al., 2007). O marcador molecular

ISSR apresentou-se como uma técnica relativamente simples, produzindo
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padrées altamente polimérficos e repetiveis que permitiu diferenciar populacdes
de Ae. aegypti do Uruguai e do nordeste da Argentina em uma escala geogréfica
que variou de 25km a 580km (SOLIANI et al., 2010).

Para os municipios sergipanos a analise da variancia molecular (AMOVA)
para o marcador ISSR indicou percentual de 32% da diversidade genética entre
as populacdées e maior percentual (68%) dentro da populagdo. Com o uso do
mesmo marcador molecular foi observado diversidade genética de 89% dentro da
populacdo de Ae. aegypti procedentes do nordeste da Argentina e do Uruguai e
percentual de 11% foi atribuido a diferenca genética entre as populacdes
(SOLIANI et al., 2010). Um padréo de variacao genética diferente do observado
nesse estudo foi identificado com uso de marcador RAPD, que possui
caracteristica dominante como o ISSR, entre trés populagbes mantidas em
laboratério sendo encontrada maior diversidade entre as populagdes (55%) do
que dentro da populacédo (45%) de Ae. aegypti (HIRAGI et al., 2009). O valor de
estruturacdo genética phiST foi igual a 0,3225 indicando alta diferenciacéo
genética entre as populacdes avaliadas quando comparado com outros estudos
que utilizam este coeficiente de fixacdo para avaliacdo (LUNARDI et al., 2007
(phiST = 0,131); BERTONI et al., 2010 (phiST = 0,188)) .

A similaridade variou de 61% entre Pinhdo e as demais populacdes a 83%
entre Aracaju e Canindé de Sao Francisco. No agrupamento gerado pelo
dendograma nao foi observado maior similaridade genética entre as populacdes
mais proximas geograficamente. O teste de Mantel aplicado para correlacdo das
matrizes de distAncia genética e distancia geografica linear nao foram
significativas (r = -0,41; p > 0,05). Porém, as correlagbes calculadas com as
distancias geograficas rodoviarias foram significativas (r = -0,4941, p = 0,5),
principalmente quando o efeito do tamanho da populacao é retirado (r = -0,54; p =
0,03). Esses resultados apontam que o fluxo de mosquitos entre as localidades
nao é ativo e sim passivo pela acdo do homem decorrente da movimentacao de
pessoas entre os municipios. O estado de Sergipe possui duas rodovias federais,
a BR - 101 (sentido norte-sul, passando pelos municipios de Umbauba, Aracaju e
Maruim) e BR - 235 (sentido leste-oeste, passando pelos municipios de Carira e

Aracaju). A BR - 101 interliga Sergipe ao estado da Bahia no sul e ao estado de
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Alagoas no norte, ja a BR - 235 atravessa horizontalmente o estado de Sergipe,
ligando o litoral sergipano no leste ao estado da Bahia ao oeste. O fluxo intenso
por essas rodovias, comparadas as demais, pode contribuir com o alto valor de
similaridade apresentado para as populacées. Os municipios de Aracaju e
Canindé de Sao Francisco sao muito visitados pelos seus pontos turisticos, onde
muitos turistas saem da capital em direcdo a Canindé de Sao Francisco para
conhecer o Canion de Xingd, um dos pontos turisticos mais famosos do estado,
podendo ser um fator adicional para explicar a alta similaridade genética entre
essas cidades.

A utilizacdo de marcadores SNPs em estudos de genética de populagdes
em mosquitos Ae. aegypti visa fornecer ferramentas para analise da variabilidade
genética ao longo do genoma. Foram identificados de 2 a 45 SNPs/kb em nove
genes nucleares pesquisados, assim, esta alta diversidade detectada demonstra
que os SNPs podem ser extremamente uUteis como marcadores genéticos
(PADUAN , 2008).

Em nosso estudo, na andlise através de nove marcadores SNP, seis loci
apresentaram desvios entre as heterozigosidades observadas e esperadas,
decorrentes do excesso de homozigotos. Foi observado um Jocus em
desequilibrio para as populacdes de Umbauba, Pinhdo e Carira e trés para a
populacao de Nedpolis. Paduan e Ribolla (2009) também verificaram excesso de
homozigotos em dois /oci dos oito SNPs analisados evidenciando desequilibrio de
Hardy-Weinberg para trés populacoes brasileiras de Ae. aegypti. Urdaneta-
Marquez e colaboratores (2008) identificaram um locus que apresentou déficit de
heterozigotos em sete das nove populacées analisadas. Os autores sugerem a
falta de sensibilidade pelo método utilizado; ou ainda variacdo no sitio de
anelamento do primer para o alelo especifico; mas nao descartam a possibilidade
de que o locus possa estar sujeito a algum tipo de selecéo de tal forma que um
dos alelos seja favorecido em diferentes ambientes. O método utilizado no
presente estudo apresenta alta sensibilidade e a evidéncia de que o desequilibrio
de HW nao ocorreu em apenas um /ocus descarta o problema no sitio de
anelamento dos iniciadores utilizados. Sugere-se que os desvios no equilibrio de

HW possam ser devidos as diferencas ambientais que conferem pressdes
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seletivas variadas. Embora o estado possua dimensdao geografica pequena,
apresenta diferencas climaticas relevantes como longo periodo de seca e
temperaturas elevadas na regido do semiarido. Diferenca nos niveis de
resisténcia também pode estar associada aos desequilibrios observados. Um
exemplo a ser considerado € o caso do municipio de Pinhdo que apresentou alta
e discrepante resisténcia ao temephds quando compara as demais populacoes
analisadas (MARTEIS, 2012, p. 52). Destaca-se que o mesmo municipio foi
monomorfico para o locus Na/K, gene associado a resisténcia a pitetrdides.

Foi observada diversidade genética de 7,35% entre as populacdes do
estudo e valor de Fsr = 0,07354 significativo nos testes de permutagéo (p = 10),
sendo que a maior diferenca (91,08%) foi verificada dentro dos individuos. Esse
padrao de variagdo inter e intrapopulacional foi observado em outros estudos
utilizando marcadores SNPs com mosquitos Ae. aegypti (PADUAN, 2008;
SPENASSATTO, 2011). Resultados obtidos por Paduan (2008) no estudo
genético populacional do mosquito Ae. aegypti de trés localidades do Brasil
(Botucatu, Maceié e Juazeiro do Norte), utilizando nove marcadores SNPs,
verificou uma diversidade genética de 23,65% (Fsr = 0,2364) entre as
populacdes, muito maior quando comparado ao resultado obtido nesse estudo.
Porém, Spenassatto (2011), analisando duas popula¢des de Sao Paulo (Santos e
Sao Sebastido) obteve valores menores de diversidade genética entre esses
municipios (3,24%; Fsr = 0,0324) do que o observado no presente estudo. A
diferenca do percentual de variagdo genética entre os estudos citados pode estar
relacionada com o distanciamento geografico das populacdes analisadas. A maior
distancia entre os municipios sergipanos analisados foi de aproximadamente
240km (Umbauba - Canindé de Sao Francisco), muito menor que a distancia
entre as populagdes analisadas por Paduan (2008), aproximadamente 2.500km
(Botucatu/SP — Juazeiro do Norte/CE) e maior do que as populacdes estudadas
por Spenassatto (2011), aproximadamente 166km (Santos/SP - Séo
Sebastiao/SP).

Estudo realizado aplicando teste AMOVA por agrupamento, no qual as
populacdes foram reunidas em grupos referentes a cinco regides fitogeograficas

da area de estudo, apresentou valor significativo indicando que 3,2% da variacéao
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da frequéncia alélica surgiram entre essas regides (SYLLA et al., 2009). Seguindo
o mesmo modelo de andlise Urdaneta-Marquez e colaboradores (2008)
verificaram que 2,2% da variacdo foram atribuidas a diferentes regides
geograficas. Embora ndo tenha sido realizada uma analise por agrupamento com
as populagbes estudadas, algum percentual de variabilidade genética encontrado
entre elas pode estar associado as diferentes caracteristicas dos dominios
morfoclimaticos presentes no estado. Também foi observada uma diferenca de
criadouros frequentes em alguns municipios analisados, como a presenca de
tanques de lavar roupas para o municipio de Aracaju e de grandes reservatérios,
denominados cisternas, no municipio de Pinh&o, que pode ser outro fator
associado a variabilidade genética. Sylla et al. (2009) detectaram 0,9% (p > 0.5)
de variabilidade entre populacdes de Ae. aegypti de trés diferentes habitat

(urbano, vila rural e mata de galeria).

O resultado obtido pela andlise da estrutura populacional mostrou uma
divisdo das sete populacées analisadas em dois clusters. Observou-se maior
percentual do cluster 2 nas populagées localizadas no interior do estado e uma
maior frequéncia do cluster 1 para as populacdes mais litordneas. Esse dado
indica que pode estar ocorrendo pressdo seletiva de natureza climatica na
expressao alélica de alguns genes que os agrupem desse modo. O clima de
Sergipe apresenta trés regides distintas de acordo com a temperatura e
pluviosidade: 1) Litoral com precipitacdo média anual de 1.355mm, umidade
relativa do ar de 80% e temperatura média de 25°C; 2) Agreste com precipitacao
média anual de 1.000mm, umidade relativa do ar de 70% e temperatura média
anual de 25°C e; 3) Semiarido com precipitacdo média anual de 700mm, umidade
relativa do ar de 65% e temperatura média anual de 26°C (SIRHSE, 2012).
Embora praticamente ndo ocorra variacao na temperatura média anual entre os
trés climas, as temperaturas maximas podem diferir em até 10°C entre o
semiarido e litoral, além disso, o agreste e o semiarido apresentam épocas de
seca mais extensas 0 que pode ser fator de selecdo de espécimes com maior
resisténcia a dessecacéo, refletindo em diferenciacdo genética em relacdo as
populagdes litoraneas e gerado a divisdo dos clusters. O municipio de Aracaju
apresentou padrao hibrido, exibindo quase 50% de cada cluster. Por ser a capital

do estado e nao ter longas distdncias com os municipios do interior € comum
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alguns habitantes residirem no interior e desenvolverem suas atividades de
trabalho em Aracaju. Esse deslocamento pode contribuir para o transporte
passivo do mosquito, favorecendo a ocorréncia observada da mistura dos
clusters. Esse fator estaria de acordo com os resultados significativos pelo teste
de Mantel relacionados as distancias rodoviarias apresentado pelo marcador
ISSR.

Ambos o0s marcadores moleculares apresentaram-se polimérficos
suficientes para diferenciar as populacées que compdem o estado de Sergipe
numa escala geografica entre 30km e 240km. Tanto ISSR (phiST = 3225) quanto
SNPs (Fsr = 0,07354) indicaram que as populacdes estdo estruturadas
geneticamente, provavelmente pelas caracteristicas climaticas, porém essas
diferencas seriam reduzidas pelo fluxo génico, sugerido pelo transporte passivo
decorrente da acdo humana, para explicar a alta similaridade observada entre
populacdes tdo distantes e com caracteristicas climaticas distintas como Aracaju

e Canindé de Séao Francisco.

Os dois marcadores apresentaram a separacao das sete populacdes em
dois clusters principais. Tanto SNPs como ISSR indicam que populacoes
litordneas (Maruim, Neodpolis e Aracaju) possuem uma maior semelhanca
genética entre elas assim como as populacdes situadas no interior (Carira, Pinhao
e Umbauba). Porém, Canindé de Sao Francisco foi classificado de maneira
discordante entre os marcadores utilizados. Para SNP o municipio possui maior
similaridade com as populagcbes interioranas, o que corresponde com sua
localizagdo geografica, mas para ISSR, essa populacao possui maior semelhanca
com populacdes litoraneas. Pode ser que a caracteristica do marcador tenha sido
o fator de discordancia para essa populagao, ja que ISSR é dominante e pode
amplificar regides gendmicas codificantes ou ndo e SNP amplificam locus
especificos, sendo assim, cada marcador analisou diferentes partes do genoma.

Estes resultados podem auxiliar no desenvolvimento de estratégias para o
controle e manejo do mosquito vetor. Essas estratégias tém sido a base para
prevencao de epidemias de dengue com énfase no uso de inseticidas quimicos,
0s quais tem sido largamente empregados. Tal pratica tem gerado processos de

resisténcia no mosquito, afetando diretamente as estratégias de controle e
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aumentando o risco de epidemias a cada ano. Desta forma, o conhecimento
aprofundado sobre a estruturacéo genética e dinamica populacional desta espécie
€ crucial, uma vez que populagdes geneticamente diferentes podem apresentar
diferencas quanto a sua capacidade e competéncia vetorial, o que pode lhes
conferir habilidade para adaptarem-se a novas situacdes, bem como auxiliar a
explicar o insucesso ou variagdes quando novos métodos de controle baseados

em manipulagdo genética vierem a ser implantados.
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6. CONCLUSAO

e Foi observada alta infestacao pelo mosquito Ae. aegypti em todos os
municipios pesquisados, indicando dificuldades no controle do vetor.
Essa infestacdo oferece risco de novas epidemias de dengue no
estado.

e A técnica ISSR com uso de apenas dois iniciadores apresentou alto
polimorfismo, repetibilidade e baixo custo, necessitando apenas de
mais tempo de trabalho laboratorial quando comparada a técnica
SNP, que também se mostrou eficiente, sensivel, rapida e uma
6tima ferramenta para estudos em larga escala.

e As informacbes geradas neste estudo demonstram que ambos
marcadores moleculares foram eficientes no estudo genético de
populacbes naturais de Ae. aegypti, sendo possivel diferenciar
amostras numa escala geografica entre 30km a 240km.

e A genotipagem de SNPs pela metodologia TagMan® revelou a
presenca de dois alelos para todas as populacées em seis dos nove
genes analisados.

e Foi sugerida para a técnica ISSR a existéncia de um fluxo génico do
mosquito de forma passiva para explicar a alta similaridade
observada entre as populacdes, principalmente entre as populacdes
de Canindé de Sao Francisco e Aracaju, distantes geograficamente.

e O marcador molecular SNP evidencia a separacdo das sete
populacées em dois clusters principais indicando que populacdes
litoraneas possuem uma maior semelhanca genética entre elas
assim como as populacdes situadas no interior, corroborando com o
fluxo génico apresentado pela técnica ISSR quando apresenta a

cidade de Aracaju como hibrida.
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