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SINOPSE

Foi analisada a variabilidade genética em populagcbes de
Aedes albopictus, procedentes de trés bairros da cidade de
Manaus(Cidade Nova, Colina do Aleixo e Compensa), e do municipio de
Tabatinga, no Estado do Amazonas, por meio da técnica de RAPD/PCR.
Das quatro populacdes analisadas, a de Tabatinga mostrou maior
variabilidade genética, tanto pela percentagem de locos polimérficos (P =
100,00), quanto pelas heterozigozidades (Ho = 0,3929; He = 0,3981). A
menor variabilidade genética foi detectada na populacdo da Compensa (P
=91,83; Ho = 0,3122). Das trés populacdes de Manaus, a da Cidade Nova
mostrou maior variabilidade genética (P = 97,95; Ho = 0,3662). O valor de
Fst foi de 0,0662 + 0,0096, indicando baixa estruturacdo genética entre as
populacdes. A distancia genética entre as populacdes foi muito pequena
(D= 0,0156 — 0,0786), mostrando que as mesmas Sao geneticamente
muito préximas.
Palavras chave: Aedes albopictus, Genética de populacdes, Variabilidade
genética, RAPD/PCR, Dengue.
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RESUMO

Na andalise da variabilidade genética em populacdes de Aedes
albopictus, procedentes dos bairros da Cidade Nova, Colina do Aleixo e Compensa
da cidade de Manaus e municipio de Tabatinga no Estado do Amazonas, utilizou-se
a técnica de RAPD/PCR. Os resultados da analise dos perfis de RAPD revelaram 86
bandas (locos) nas quatro populacdes, variando entre 320 a 2.100 pb. Das quatro
populacbes analisadas, a de Tabatinga mostrou maior variabilidade genética, tanto
pela percentagem de locos polimorficos (P = 100,00), quanto pelas
heterozigozidades (Ho = 0,3929; He = 0,3981). A menor variabilidade genética foi
detectada na populacdo da Compensa (P = 91,83; Ho = 0,3122). Das trés
populacdes de Manaus, a da Cidade Nova foi a que mostrou maior variabilidade
genética (P = 97,95; Ho = 0,3662). O teste de qui-quadrado para diferenciacdo de
populagBes foi significativo (x2= 466,7269; GL= 98; P < 0,0001). A analise da
estrutura genética populacional mostrou o valor médio de Fst = 0,0662 + 0,0096,
indicativo de uma baixa estruturacdo genética. Mesmo assim, este resultado indica
que o fluxo génico estd ocorrendo entre as populacbes, e 0s cruzamentos,
possivelmente, ainda sejam aleatdrios. Os valores de distancia genética foram muito
baixos (D= 0,0156 — 0,0786), indicando que as popula¢bes sdo muito préximas
geneticamente, sendo as de Tabatinga e Compensa as que mostraram o valor de
distancia mais elevado (0,0786). Todavia, a menor distancia genética foi detectada
entre as populacdes da Cidade Nova e da Colina do Aleixo (0,0156).

O elevado polimorfismo observado nas quatro populacbes analisadas
pode ser decorrente da propria estrutura genética destas populacbes, como
estratégia adaptativa ao ambiente amazénico.



ABSTRACT

It has been used the RAPD/PCR technics to analysis the genetic
Variability in Aedes albopictus, from Cidade Nova, Colina do Aleixo and Compensa
neighborhoods of the city of Manaus and Tabatinga municipality in Amazonas state.

The results of the RAPD profile analysis revealed 86 bands (locos) in
the four populations with variations between 320 and 2.100 pb. Among the four
analized populations, the n from Tabatinga has showed greater genetic variability.
Even though by the polymorphic locus percentage (P = 100,00) or by its
heterozigosity (Ho = 0,3929; He = 0,3981). The smallest genetic variability was
detected at the Compensa population (P = 91,83; Ho = 0,3122). Of the three Manaus
populations the one from Cidade Nova has shown the greatest genetic variability (P =
97,95; Ho = 0,3662) The g-square test for population differentiation has been
significative (x2= 466,7269; GL= 98; P < 0,000). The genetic structure was tested
being its average value of Fs; = 0,0662 £ 0,0096, showing a low genetic structure.
Even though, this result has shown that genetic flux is happening among populations
and the crossing is much probably aleatory. The values of genetic distances were
very low (D= 0,0156 — 0,0786), showing that, populations are genetically very close,
being Tabatinga and Compensa, the shortest genetic distance was detected among
Cidade Nova and Colina do Aleixo populations (0,0786).

The high polymorphism observed on the four analyzed populations cold
be a suspicion of a greater genetic plasticity, occurring from its own genetic structure
as an adaptable strategy to the Amazonian environment.
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| - INTRODUCAO

I. 1. Distribuicdo Geografica e Biologia de Aedes albopictus

Aedes albopictus Skuse (1894) pertence ao subgénero Stegomyia, do
Grupo Scutellaris. E originario da Asia, ocorre em toda regido Oriental, sudeste da
Nova Guiné (COLLES, 1973), na maioria das ilhas do Oceano Indico e oeste de
Madagascar. Teve sua dispersao incrementada em outras partes do mundo a partir
de 1980 (GOMES et al., 1999), por meio do transporte de mercadorias, contendo
larvas desse mosquito.

Inimeras pequenas introducées no continente Norte Americano foram
observadas no final dos ultimos anos, e em 1985 um crescimento populacional
substancial de A. albopictus foi descoberto em Houston, Texas (SPRENGER &
WUITHIRANYAGOOL, 1986). A partir dessa data, inumeros trabalhos vém
descrevendo a expansdo dessa espécie pelo continente Norte Americano. Hawley
(1988) relata que, infestacdes em pneus descartados foram identificadas na maior
parte dos estados ao leste e ao norte do Rio Mississipi. Consequentemente, devido
ao extensivo comércio de pneus usados transportados por navios, rapidamente se
estendeu ao leste da América do Norte. Ja na Europa, segundo Romi (2001), este
mosquito se difundiu em nove regides e 30 provincias da lItalia na ultima década,
tendo sido introduzido neste pais através de embarcac6es com mercadorias vindas
dos Estados Unidos. Mais recente, teve seu primeiro registro na Espanha durante o
més de agosto de 2004, na cidade Sant Cugat del Valles (ARANDA et al., 2006).

Aedes albopictus vem se espalhando normalmente pelos paises da

América Central e do Sul. Foi registrado no México em 1988, e teve seu primeiro
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registro na Argentina, em marco de 1998, na cidade de San Antonio, provincia de
Missiones (ROSSI et al., 1999). No continente sul americano alastrou-se a partir da
mesma década do ocorrido na América do Norte. No Brasil, seus primeiros registros
ocorreram no Rio de Janeiro em 1986 (FORATTINI, 1986). Naquele mesmo ano, a
espécie ja era encontrada nos Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, € no ano
seguinte, no Espirito Santo (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Posteriormente foi encontrado pela primeira vez em Londrina, Parana,
pela FUNASA (Fundacédo Nacional de Saude) em 1993. No ano de 2001, por meio
de isca humana, foram capturados e identificados exemplares desta espécie na
Mata Atlantica, na Praia de Itaguacu, na llha de S&o Francisco, litoral norte de Santa
Catarina (LOWENBERG-NETO & NAVARRO-SILVA, 2002).

No ano seguinte, em 2002, agentes de saude, por meio de larvitrampas,
detectaram a presenca de larvas de A. albopictus em criadouros naturais na area
urbana do municipio de Medicilandia, no estado do Pard, que posteriormente foi
confirmada pela equipe técnica do Instituto Evandro Chagas (SEGURA et al., 2003).
No ano de 2005, durante as atividades de campo de rotina do programa de controle
da dengue, foram detectados espécimes desses mosquitos no estado do Ceara
(MARTINS et al., 2006).

No Estado do Amazonas foi encontrada pela primeira vez em junho de
1996, nas intermediacdes de Tabatinga, onde apesar dos esfor¢cos do servigo de
vigilancia entomoldgica, sua disseminacdo nao foi impedida (VELEZ et al., 1998),
tendo sido registrada sua ocorréncia no municipio de Manaus pela primeira vez em
agosto de 2002 (FE et al., 2003).

Segundo Gomes et al. (1999), devido sua rapida dispersao essa espécie

vem demonstrando elevada capacidade para utilizar uma ampla variedade de
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criadouros artificiais, sem abandonar ecétonos naturais, Os locais para as posturas
tém como caracteristica comum a superficie rugosa e 0 ambiente escuro, que de
maneira genérica, correspondem aos oferecidos pelos pneus, sendo estes citados
anteriormente como principal veiculo de ovos desse mosquito pelo mundo. Quanto
aos criadouros naturais, foram encontrados abrigando as formas imaturas, ocos de
arvores, tocos de bambus, bromélias, buracos em rochas e no solo.

A sobrevivéncia das larvas e o periodo de desenvolvimento dessas
formas sofrem influéncia de acordo com a temperatura e precipitacdo pluviométrica,
assim como a disponibilidade de nutrientes. Calado & Silva (2002) estudaram o
desenvolvimento das formas imaturas (ovo, larva e pupa) de colbnias de A.
albopictus mantidas em laboratério no estado do Parand em diferentes
temperaturas, e concluiram que o aumento da mesma leva a diminuicdo do periodo
de desenvolvimento de todos os estadios imaturos. Em condi¢cdes naturais, a faixa
de temperatura mais adequada para 0 desenvolvimento dessa espécie em
criadouros naturais ou artificiais varia nos limites de 17°C a 23°C (GOMES et al.,
1995).

A produtividade de criadouros tem sido incorporada aos estudos sobre
esses vetores, pois as identificacbes desses recipientes, bem como sua
produtividade, permitem que fossem mais bem direcionadas as a¢des de vigilancia e
controle (BRITO & FORATTINI, 2004). O controle desta distribuicdo é realizado com
ajuda da FUNASA, que recebe de todos os Estados brasileiros, por intermédio do
Sistema de Informacdo de Febre Amarela e Dengue (FAD), dados sobre
informacdes de Aedes aegypti e A. albopictus. Entretanto, esta ultima ndo € espécie-
alvo nos programas de controle de dengue, fato este que pode interferir quanto a

sua notificacdo pelos estados brasileiros. Assim, no estudo de atualizacdo de sua
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distribuicdo até o ano de 2002, observou-se sua presenca em 20 dos 27 estados

brasileiros (SANTOS, 2003).

I. 2. Importancia Médica

A dengue € uma doenca infecciosa causada por um arbovirus
pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, que ocorre principalmente em
areas tropicais e subtropicais do mundo, inclusive no Brasil. As epidemias
geralmente ocorrem no verdo, durante ou imediatamente apos periodos chuvosos.
Existem quatro tipos diferentes de virus do dengue: 1, 2, 3 e 4. No Brasil, circulam
os tipos 1, 2 e 3, e este ultimo foi detectado desde dezembro de 2000, tendo sido
isolado em janeiro de 2001 no Estado do Rio de Janeiro. O dengue pode ser
transmitido por fémeas de mosquitos culicideos pertencentes ao género Aedes,
sendo o0 A. aegypti 0 mais importante transmissor da doenca, por ser de facil
propagacdo, devido a sua antropofiia e seus habitos urbano-domésticos
(FORATTINI, 1965; FIGUEIREDO, 1994; MS/FNS, 1994), que picam durante o dia,
ao contrario dos anofelinos, que picam durante a noite. Esta hematofagia somente
ocorre com os adultos fémeas.

Sob o ponto de vista epidemioldgico, os mosquitos da familia Culicidae
desempenham papel significativo na transmissdo de infecgbes virais. Sao
responsaveis por cerca de metade das enfermidades causadas pelo género
Flavivirus (SERPA, 2004). Os transmissores de dengue, principalmente o A. aegypti,
proliferam-se dentro ou nas proximidades de habitacdes (casas, apartamentos,
hotéis, etc) em qualquer deposito de agua limpa (caixas d'agua, cisternas, latas,

pneus, cacos de vidro, vasos de plantas). As bromélias, que acumulam agua na

17



parte central (aguario), também podem servir como criadouros. A transmissao do
dengue é mais comum em cidades, mas também pode ocorrer em areas rurais.

Na Asia, A. albopictus tem sido incriminado como um dos mais
importantes vetores de dengue e febre amarela. Hotta (1998) considera que essa
espécie foi a principal vetora de epidemias de dengue decorrentes no Sul do Japéo,
nos anos de 1942 a 1944. Mitchell et al. (1987), estudando linhagens de A.
albopictus, em Houston, nos Estados Unidos, demonstraram em laboratério, a
eficiéncia vetorial deste mosquito para os quatro sorotipos virais do dengue.

Apesar de ndo ter sido ainda incriminada como transmissora de
arboviroses no Brasil, estudos laboratoriais demonstram a capacidade vetorial dessa
espécie para os quatro sorotipos do dengue (MILLER & BALLINGER, 1988), onde
ela pode se tornar ponte entre ciclos urbanos e silvestres de febre amarela, dengue
e outras arboviroses (GOMES et al., 1999). Na América do Norte, também em
condicBes laboratoriais, conseguiu-se isolar os virus Potosi e da encefalite equina do
tipo leste (MITCHELL, 1991).

A andlise genética veio sugerir que tanto as populacfes de A. albopictus
dos Estados Unidos como as brasileiras foram originadas do Japéao
(KAMBHAMPATI et al., 1991). Este fato ressalta a importancia epidemiologica desta
espécie, pela possibilidade de vir a ser vetora de doencgas nas Américas.

Sua capacidade vetorial no continente asiatico e facilidade de disperséo
geram grande preocupacéo aos Orgdos de Salde quanto a presenca dessa espécie

no Brasil, e especialmente na bacia amazonica.
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|. 3. Técnicas Moleculares e a Variabilidade Genética em Aedes

Devido a sua relevante importancia e a padronizacdo de técnicas
moleculares, varios estudos em genética de populacdes, citogenética e biologia
molecular tém sido realizados em mosquitos vetores de doencas (RAI et al., 1974).
Os marcadores isoenzimaticos véem sendo utilizados para a determinacdo da
variabilidade genética de mosquitos vetores de doenca. Santos et al. (2005)
analisaram dezoito loci enzimaticos em espécimes larvais de Anopheles intermedius
e Anopheles mattogrossensis, para estimar a variabilidade e diferenciacdo genética
entre estas espécies, na Amazoénia brasileira. Costa-Ribeiro et al. (2006) utilizaram
dez sistemas enzimaticos, e encontraram niveis elevados de diferenciacdo genética
entre populacdes de A. aegypti do Rio de Janeiro.

A localizacdo de genes de competéncia vetorial e de resisténcia a
inseticidas, pode ser feita com o auxilio da citogenética molecular. Campos et al.
(2003) realizaram a padronizacdo de técnicas de preparo de C€romossomos
politénicos, retirados dos tubos de Malpighi de formas imaturas de A. aegypti.

Da mesma forma que A. aegypti, A. albopictus possui importancia
epidemioldgica relevante, com alguns atributos experimentais: simplicidade na
manutencdo em laborat6rio, alto potencial reprodutivo, curto periodo de geracéo e a
estocagem de ovos por longo periodo.

Por meio de estudos utilizando sequéncias de DNA, foi possivel
conhecer a estrutura genética de popula¢gdes de varios mosquitos em nivel intra e
interespecificos, assim como identificar espécies cripticas, que sdo muito comuns
nesses grupos de insetos. Sousa et al. (2001) utilizaram a técnica de RAPD-PCR

(Random Amplified Polymorphic DNA — Polimerase Chain Reaction) para estudar
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relacbes genéticas entre populacbes de A. aegypti da Argentina. Dessa forma,
varios marcadores moleculares vém sendo utilizados pelos geneticistas tanto em
estudos na investigacdo da variabilidade genética, quanto em diagnosticos
moleculares.

As analises de PCR tém-se mostrado uma ferramenta muito eficaz na
identificacdo de varias espécies pertencentes a complexos de espécies de
mosquitos. Xu et al. (1998) demonstraram que a amplificacdo do DNA ribossomal,
através da PCR, tem ajudado muito na identificacdo de espécimes do complexo
Anopheles dirus.

Dentre os marcadores moleculares, a técnica de RAPD-PCR, que € uma
variacdo da técnica de PCR desenvolvida por Williams et al. (1990), se caracteriza
por utilizar um “primer”, ao invés de um par de “primers”, sendo este arbitrario, e
amplificar regides desconhecidas da molécula de DNA, empregadas para verificar
regides de polimorfismo genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Sousa et
al. (1999), através dessa técnica, estimaram um grau de polimorfismo
aproximadamente trés vezes maior que o valor obtido com aloenzimas, em seis
populacdes de Aedes albifasciatus da Argentina.

A variabilidade genética € uma condicdo fundamental para que haja
evolucdo adaptativa de uma espécie, uma vez que a selecdo natural atua entre as
variantes que ocorrem dentro das populac¢des, em funcdo da adaptacdo ao ambiente
(HARTL, 1981). As primeiras evidéncias da variacdo genética em populacdes foram
observadas em Drosophila, por meio de variantes enzimaticas associadas a
meétodos eletroforéticos. Varios trabalhos ja foram realizados utilizando outros
marcadores moleculares para analise da variabilidade genética em espécies de

mosquitos do género Aedes.
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Townson (1969) realizou os primeiros estudos sobre padrbes
eletroforéticos em A. aegypti, com o uso de isoenzimas em eletroforese de gel de
poliacrilamida, descrevendo a variabilidade genética em trés regides de esterases de
mosquitos coletados em Liverpool. Tabachnick & Powell (1976) foram os pioneiros
em trabalhos desenvolvidos com A. aegypti envolvendo genética de populagdes.
Neste estudo, analisaram 22 locos enzimaticos em trés populacdes desse mosquito,
coletadas em diferentes vilas no Quénia e observaram nove locos monomorficos,
concluindo que havia diferencas significativas nas freqiéncias génicas de varios
locos entre as populacgdes.

Lourenco-de-Oliveira et al. (2003) utilizaram a analise isoenziméatica para
verificar a diversidade genética e o padrdo no fluxo génico em populacdes de A.
albopictus do Brasil, dos Estados Unidos e das llhas Caymam. Os dados obtidos
mostraram elevada diferenciagcdo genética estabelecida entre as populacdes
brasileiras e as americanas, e a taxa de infeccdo com virus da dengue e da febre
amarela revelou maior diferenciacdo entre as duas populacfes brasileiras, do que
entre as populacdes americanas.

Estudos com RAPD, para detectar a diferenciacdo e variabilidade
genética nesse grupo de mosquitos também vém sendo feitos. Ayres et al. (2003)
encontraram grandes diferencas genéticas entre 15 populacbes de A. aegypti em
cinco Estados do Brasil. Estudos para estimar relacdes genéticas entre populacdes
desta mesma espécie na Argentina demonstraram pouca diferenciacdo entre suas
populacdes, considerando que ovos, larvas ou pupas deste inseto podem ser
facilmente transportadas, podendo assim facilitar a troca de fluxo génico entre as

populacdes (SOUSA et al., 2001).
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Santos et al. (2003), visando entender o padréo de infestacdo do A.
aegypti, utilizaram RAPD para analisar a diferenciacdo genética desta espécie de
diferentes regides geograficas do Estado de Sdo Paulo. Com os resultados obtidos
verificaram que a origem de infestacdo permanece obscura, mas certamente esta
relacionada a mosquitos de origens diferentes daqueles que infestaram a regiao
oeste e norte do Estado, na década de 1980.

Ballinger-Crabtree et al. (1992) utilizaram esta técnica para identificar e
diferenciar populacdes de A. aegypti de 11 regides geograficas. A analise da
frequéncia dos fragmentos de RAPD, produzidos na populacdo por trés “primers”
diferentes, permitiu discriminacdo exata de 80% dos individuos entre populacdes

geograficas e 100% entre subespécies (A. aegypti X A. aegypti formosus).
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I - OBJETIVOS

Considerando a importancia epidemiologica de A. albopictus, o presente
estudo tem por objetivo estudar a variabilidade genética em populagbes dessa
espécie, procedentes de quatro localidades do Estado do Amazonas visando
conhecer a estrutura e a constituicdo genética de suas populacbes, por serem
requisitos essenciais para implementar estratégias de controle desse vetor. O
projeto tem como objetivos especificos:

= Caracterizar geneticamente as populacdes por meio de RAPD-PCR,;

= Determinar o nivel de variabilidade e diferenciacdo genética entre as
populacoes;

= Determinar os indices de similaridade e distancia genética entre as
populacbes a partir do indice de Nei (1978), para inferir os possiveis

processos evolutivos relacionados a introducdo, adaptacéo e dispersdo do A.

albopictus no Estado do Amazonas.
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Il — MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em trés fases complementares. Na primeira, foi
efetuada coleta dos espécimes em excursdo a campo, na segunda, levantamento
bibliografico visando fundamentacéo tedrica e na terceira, analise do material em

laboratorio, conforme a descricéo a sequir.

IIl. 1. Area de Estudo

Tabatinga esta localizada no meio da selva amazobnica, na margem
esquerda do Rio Solimdes, faz fronteira com a Colémbia e o Peru, sua temperatura
oscila entre 25° e 32°C. Possui uma area de 3.225 Km? (IBGE, 2007). Segundo a
Fundacao Nacional de Saude (1996), o primeiro registro de A. albopictus no Estado
do Amazonas, ocorreu nesta localidade em 1996 (Figura 1).

A cidade de Manaus esta situada a margem esquerda do Rio Negro,
proximo ao encontro com as aguas do Rio Solimdes no centro geogréfico da
Amazobnia (3° 08’ 07” latitude sul, 60° 01’ 34” longitude oeste) numa area de 11.401
Km? com uma populacdo estimada no Censo em 01.07.2006, de 1.688,524
habitantes (IBGE, 2007). Apresenta caracteristicas de clima equatorial quente e
umido, com temperaturas médias anuais sempre acima de 22°C, chuvas abundantes
(2.500 mm), intensa radiagdo, elevada umidade do ar e baixas velocidades de
ventos. Nesta regido, destacam-se duas estacdes: o maior periodo com precipitacdo
pluvial que é o “inverno regional”, compreendendo os meses de janeiro a abiril; e 0
periodo mais seco “verdo amazénico”, de junho a novembro.

A ocorréncia de invasbes na periferia da cidade de Manaus se da

devido a sua expansdo, ocasionando o0 surgimento e o0 crescimento de areas
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urbanizadas em ambientes, até entdo, naturais. Nestas areas, a falta de servicos
essenciais de saneamento basico, a precariedade das residéncias e a proximidade
da mata propiciam o acumulo de artefatos de uso humano descartados no ambiente,
contribuindo para proliferacdo de mosquitos, aumentando desta maneira, o contato
homem-vetor, possibilitando a transmissao de doencas nesses locais (TADEI, 2001).

Diante do exposto, trés bairros localizados em areas urbanas e
periurbanas da cidade de Manaus, Estado do Amazonas, foram selecionados para
as coletas de larvas: Compensa, Colina do Aleixo e Cidade Nova (Figura 2), no

periodo de maio a novembro de 2004, e maio a julho de 2005.

7 Manacapury
Manaus
_ Careiro
Tabatinga
\ — |Nova
Olinda do
Norte
: 7 Manicoré
— i Humaita
Varini_ | frapaua Fonte: FUNASA/ SUSAM/2005,

Figura 1. Distribuicdo de A. albopictus no Estado do Amazonas.
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Figura 2. Mapa da cidade de Manaus por zona e bairros, com a localizacdo dos pontos de

coletas.

lll. 2. Obtenc&o das Amostras

Para coleta de larvas e pupas de A. albopictus foram utilizadas
armadilhas que consistem de pneus cortados horizontalmente pela metade e
preenchidos com agua em 2/3 de sua capacidade (Figura 3), de modo a deixar uma
superficie interna da parede para desova. Estas armadilhas foram instaladas em
locais sombreados, umidos e com vegetacdo a uma altura de aproximadamente 80
cm do solo. As inspecdes ocorreram semanalmente para a coleta das formas
imaturas dos mosquitos. Em cada area foram instaladas cinco a seis armadilhas,

distribuidas ao longo da extensdo da mata e em residéncias nas areas urbanas.

Larvas e pupas de A. albopictus foram coletadas nos horarios de 7h30
as 11h30 da manha. Os espécimes foram capturados com auxilio de uma peneira de
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malha fina, sendo em seguida transportados para uma bacia coletora e pipetados
para frascos de boca larga com parte da agua do criadouro. A agua das armadilhas
dos pneus foi completada quando estava abaixo do nivel indicado e trocada quando
apresentava excesso de material organico. Os materiais externos, como galhos e
folhas, dentre outros, que caiam dentro das armadilhas eram retirados, quando
estes dificultavam a coleta das larvas. Os frascos foram acondicionados em uma
caixa térmica de poliestireno e transportados até o insectario do Laboratorio de
Vetores da Malaria do INPA.

Larvas e pupas foram mantidas em cubas esmaltadas de 16 cm de
didmetro, por 6 cm de altura e cobertas com fil6, preso por um elastico, até a
emergéncia dos adultos (Figura 4.A). Apés sua emergéncia, os adultos foram
transferidos com auxilio de um aspirador entomol6gico manual para uma gaiola com
armacdo de madeira e coberta com tela de nailon nas laterais, onde ocorreram 0s
cruzamentos aleatorios (Figura 4.B). Os machos foram alimentados em solucao de
sacarose a 10% e o repasto sangiineo das fémeas foi realizado em um hamster
(Mesocricetus auratus). Em seguida, as fémeas foram isoladas para postura
individual, em copos plasticos contendo papel de filtro umedecido, e apds a
oviposicdo (Figura 4.C), foram identificadas por meio da chave de Consoli &
Lourenco-de-Oliveira (1994).

As larvas de cada desova foram transferidas para cubas esmaltadas
individuais e mantidas até o estadio adulto, segundo a metodologia utilizada por
Santos et al. (1981). Larvas de 4° estadio, pupas e adultos foram mantidos sob

congelamento em um freezer a —70°C, até as analises moleculares.
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Figura 3. Armadilhas de pneus cortados horizontalmente pela metade e

preenchidos com agua em 2/3 de sua capacidade.

Figura 4. Manutencao de A. albopictus no insectario. A - Cuba esmaltadas contendo larvas;
B — Gaiola de madeira contendo machos e fémeas; C — copos plasticos com fémeas

isoladas para a desova.
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lll. 3. Extracdo do DNA Gendmico

Para a extracdo do DNA foram utilizados os procedimentos de Williams
et al. (1990) e Wilkerson et al. (1995), com algumas modificacdes. Na tabela 1 estao
representadas as Solucdes e tampdes, com seus respectivos reagentes, utilizados
nas analises moleculares.

Cada mosquito foi homogeneizado em 50 yL de tampao de lise — TL
com um bastdo de acrilico, em microtubos de 1,5 ml. Adicionou-se 100 pyL de TL
para remover residuos das paredes do tubo e do bastdo. Os tubos foram incubados
a 65°C por 30 minutos e centrifugados a 14000 rpm por 30 segundos. Adicionou-se
100 pyL de acetato de potassio. O material € deixado em gelo por 1 hora. ApGs
novamente centrifugado a 14000 rpm por 10 minutos, o material foi transferido para
um microtubo de 0,5 mL onde adicionou-se 2 volumes (500 pL) de etanol absoluto e
deixa-se a -20°C por 1 hora (ou “over nigth”).

Novamente o material foi centrifugado a 14000 rpm por 30 minutos.
Adicionou-se 500 pL de etanol a 70% e centrifugou-o0 novamente a 14000 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi retirado e o material precipitado foi secado. O
precipitado apos ter sido resuspendido em 15 yL de agua milli-Q autoclavada, foi

estocado a temperatura de -20°C.

lll. 4. Quantificagdo do DNA Gendmico

As quantificagbes do DNA foram determinadas em um

espectrofotometro especifico de DNA, marca Pharmacia, modelo Gene Quant Pro,

com absorbancia entre 260 e 280 mn e diluicdo de 1:35 para 10 ng/puL em agua milli-
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Q autoclavada. Os resultados das concentracdes, de cada amostra de DNA
extraido, foram interpretados e os calculos de diluicdo foram feitos segundo a
formula: C1.V1 = C,. V,, onde C; € a concentracdo inicial, obtida a partir do
espectrofotometro, V; é o volume total do DNA extraido, C, € a concentracao final

desejada de 10 ng, e V, é o volume final a ser encontrado.

[1l. 5. Marcadores RAPD

A desvantagem do carater dominante dos marcadores RAPD é
superada por inimeras vantagens, como: facilidade de uso, baixo custo, utilizacao
de pouca quantidade de DNA gendmico, geracdo de grande quantidade de
polimorfismo amostrado e possibilidade de automatizacdo. Para esse estudo foram
selecionados nove oligonucleotideos que apresentaram boa reprodutibilidade e
nitidez, sendo estes: OPAB 05: 5- CCCGAAGCGA - 3; OPAB 07: 5-
GTAAACCGCC -3’; OPAB 10: 5’- TTCCCTCCCA -3’; OPAB 12: 5- CCTGTACCGA -
3’; OPAB 14: 5’- AAGTGCGACC -3’; OPAB 16: 5'- CCCGGATGGT -3’; OPAB 17: 5'-
TCGCATCCAG -3’; OPAB 18: 5- CTGGCGTGTC -3’; OPAB 19: 5- ACACCGATGG
- 3'. Cada “primer” foi ressuspendido numa concentragao de 10 ng/pl em agua milli-

Q autoclavada e armazenado a —20°C.

lll. 5.1. Amplificagdo do DNA e Eletroforese

Para a deteccéo de fragmentos polimérficos de DNA através da técnica

RAPD-PCR, foi utilizado o DNA de uma larva de cada postura. As amplificacdes

foram feitas conforme os procedimentos de Williams et al. (1990) e Wilkerson et al.
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(1995), com algumas modificacdes, onde o DNA do mosquito de cada populacéo
amostrada foi amplificado em termo-ciclador marca Perking-Elmer, programado para
45 ciclos, com as seguintes etapas: desnaturacdo das fitas de DNA (1 minuto a
94°C), anelamento dos primers (1 minutos a 36°C), alongamentos das fitas
sintetizadas (2 minutos a 72°C), um ciclo de alongamento final (7 minutos a 72°C).
Os produtos amplificados foram fracionados em gel de agarose a 1,5%
e corados com brometo de etidio (5 ng/uL). Em seguida, foram visualizados e
fotografados em um aparelho de fotodocumentacdo de gel, modelo Eagle Eye Il

(Stratagene) com luz ultravioleta de 300 nm de comprimento de onda.
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Tabela 1. Solugdes - tampfes, com seus respectivos reagentes utilizados nas analises

moleculares.
Solucgéao Reagentes
Tampao de Extracao 1% SDS;

Alcool 70%

Solucéo de dNTP

Tampado Tris-EDTA-Borato (TBE
10X) pH 8,3

Gel de Agarose 1,5% (p/v)

Solucdo de Brometo de Etidio

Solucgéao de “primers”

(Oligonucleotideos Iniciadores)

50mM Tris-HCI, pH 8;

25mM EDTA, pH 8;

25mM de NaCl

Alcool Etanol absoluto

Agua Milli-Q autoclavada

Concentragéo igual a 20 mM. Diluidos em agua
Milli-Q autoclavada visando obter concentracao
estoque de 2,5 mM.

Tris Base

Acido Bérico

EDTA

Agua estéril

Agarose UltraPure TM (Invitrogen)

Tampao TBE (1X)

Foi feito uma solucdo estoque de 10 ng/ml. Em
seguida foi retirado 200 ul desta solugéo e

adicionado em 2 L de agua.

Diluidos em &agua Milli-Q autoclavada, com

concentracao estoque de 10 ng/pl
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[1l. 6. Andlise Estatistica

As bandas nos géis corados com brometo de etidio foram contadas por
comparacao, utilizando-se o critério de auséncia e presenca das bandas. Os
fragmentos foram selecionados e os tamanhos dos pares de bases, determinados
para cada fragmento. Marcadores de RAPD sao tratados como alelos mendelianos
do tipo dominante. Nesse caso, é impossivel a estimativa direta das frequiéncias
alélicas. Os dados de RAPD sédo de natureza binaria (presenca ou auséncia de
bandas) e a partir das matrizes (binarias) sdo calculados os coeficientes de
similaridade. Embora a técnica de RAPD tenha limitagbes, como a de nao poder
identificar gendtipos heterozigotos de homozigotos dominantes, seu poder de
deteccdo de polimorfismo € uma vantagem significativa para a determinacdo da
variabilidade genética.

Para a andlise da variabilidade genética das quatro populacfes de A.
albopictus foi utilizado o Programa Tools for Population Genetics Analyses (TFPGA)
na Opcdo — Marcadores Dominantes para Organismos Dipléides (MILLER, 1997).
Nesse caso, cada banda é assumida como sendo um loco. A presenca da banda
representa o genotipo dominante, logo, este contém os dois genétipos (homozigoto
dominante e heterozigoto), enquanto a auséncia da banda representa o gendétipo
homozigoto recessivo. A estimativa da frequiéncia alélica foi obtida da raiz quadrada

das frequiéncias de bandas ausentes observadas.
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1. 6.1. Estimativa do Numero de Locos Polimoérficos e

Heterozigosidade Média

A quantidade de variacao existente em uma populacéo natural pode ser
expressa numericamente pela proporcao de locos polimérficos, ou simplesmente o
polimorfismo da populacdo (AYALA & KIGER, 1984). Via de regra a definicdo de
loco polimérfico é baseada em dois critérios: um que considera o alelo mais comum
com frequiéncia igual ou inferior a 0,99 (MORTON et al., 1966) e o outro que leva em
conta o alelo mais frequente com frequéncia igual ou menor que 0,95 (AYALA,
1982). Para os calculos da proporcao de locos polimorficos foi utilizado o programa
TFPGA (MILLER, 1997), e o critério adotado foi 0 que considera o alelo mais comum
com frequéncia igual ou menor que 0,95.

A heterozigosidade, medida de diversidade genética, pode se aplicar a
diferentes niveis de classificacdo hierarquica, como populacdes dentro de uma
regido geografica. A heterozigosidade média observada (Ho) foi obtida pela média
aritmética das proporcdes do numero total de heterozigotos em relacdo ao niumero
total de individuos entre os locos analisados. A heterozigosidade esperada (He) néao

viesada calculada por:

fi.=2n{-X 32)/(2n - 1_)

onde n é o numero de individuos amostrados, x; é a frequéncia populacional do i-
ésimo alelo de um loco, fazendo-se a meédia aritmética entre os locos estudados,
(NEI, 1978). As heterozigosidades médias observadas e esperadas de cada

populacdo foram também estimadas pelo programa TFPGA (MILLER, 1997), que
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adota o critério de que todas as populacdes estejam em equilibrio de Hardy-

Weinberg.

lll. 6.2. Analise da Estrutura Genética Populacional

O coeficiente F é também chamado de “indice de fixacdo” e esta
relacionado com o grau de endocruzamento. Sua interpretacdo € baseada no
modelo de Wright (1951) que é um modelo de estrutura populacional, onde a
populacao total esta subdividida em demes ou subpopulacées que podem encontrar-
se isolada ou ndo. A estatistica de F baseia-se na probabilidade de se obter o
mesmo alelo por amostragem em uma populacao dipléide finita com N individuos.
Essa probabilidade é de 1/(2N). Consequentemente, uma proporcdo 1/(2N) dos
zigotos formados sera portadora de alelos idénticos por descendéncia em cada loco,
em funcdo simplesmente do tamanho efetivo da populacéo.

O Fs mede o grau de diferenciacdo genética entre as subpopulacdes,
onde o coeficiente de ancestria (“8”) representa a probabilidade de que dois individuos
pertencentes a subpopulagfes diferentes possuam um alelo idéntico por descendéncia
(ou seja, proveniente de um ancestral comum). No entanto, neste caso o valor de “6”
serd P, o qual indica a diferenciagdo genética entre as populac¢des, calculado no

programa TFPGA (MILLER, 1997).

I1l. 6.3. Anédlise de Distancia e Similaridade Genética entre as

Populacdes

A analise de distancia e similaridade genética foi obtida do programa
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TFPGA (MILLER, 1997). A similaridade genética de Nei (1978) se fundamenta na
probabilidade de amostrar alelos idénticos entre duas populacfes, dividida pela
probabilidade de amostrar alelos idénticos em cada uma das duas populacdes. E

obtida através da seguinte formula:

Xy

(x y)

Onde x é a frequéncia do alelo A na populagcédo x e y a frequiéncia do
mesmo alelo na populacédo y. Se duas populacdes X e Y sdo monomorficas para o
mesmo alelo, dizemos que a identidade € igual a um. No entanto, quando duas
populacdes X e Y sdo monomorficas para alelos diferentes, a identidade é igual a
zero.

A distancia genética entre duas populacdes € dada pelo negativo do
logaritmo neperiano da identidade.

= -1 |

A similaridade segue uma escala de 0 a 1 e a distancia de 0 a infinito.

Com base na matriz de distancia e similaridade genética entre as
populacdes, foi construido um dendrograma, mostrando o agrupamento das
mesmas a partir de suas freqiéncias alélicas. Na construcdo do dendrograma foi
utilizado o método UPGMA (unweighted pairing group method with arithmetic mean)
obtido no programa TFPGA (MILLER, 1997), que € um modelo de agrupamento
hierarquico. Através deste método, as populacbes com menores distancias séo
sucessivamente agrupadas até construir um diagrama hierarquico que representa a
proximidade das diferentes populacbes a diferentes niveis de distancia genética

(NEI, 1978).
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IV. RESULTADOS

IV.1 Analise dos perfis eletroforéticos

Embora a técnica de RAPD tenha limitacdes, como a de ndo poder
identificar gendtipos heterozigotos, seu poder de deteccdo de polimorfismo é uma
vantagem significativa para a determinacéao da variabilidade genética. Os resultados
da analise da variabilidade genética baseada nos perfis de RAPD-PCR, a partir de
nove “primers” (iniciadores) revelaram 86 bandas (locos) nas quatro populacdes,
variando entre 320 e 2.100 pb (Tabela 2).

O perfil eletroforético dos dez locos analisados com o “primer” OPAB
05 variou entre 420 a 1900 pb. O fragmento de 800 pb foi detectado em
praticamente todos os individuos da populacdo da Cidade Nova (Figura 5). Com o
“primer” OPAB 07 foram revelados nove locos, apresentando variacdo entre 670 a
2.100 pb, mas nenhum apresentou especificidade nas populacdes. Entretanto, o
fragmento de 670 pb néo foi detectado na populacdo da Compensa (Figura 6). O
perfil eletroforético com o “primer” OPAB 10 apresentou 10 locos, com variacao
entre 380 a 2.100 pb, onde o fragmento de 500 pb néo foi revelado na populacéo da
Compensa e da Cidade Nova.(Figura 7). Com o “primer” OAB 12 foram detectados
oito locos, variando entre 320 a 2.000 pb, dos quais, o fragmento de 1.300 pb foi o
mais frequente nas populacdes (Figura 8). Dos 12 locos selecionados com o “primer*
OPAB 14, nao houve nenhum que fosse comum as quatro populagdes, no entanto, o
fragmento de 480 pb nao foi observado na populacdo da Colina do Aleixo nem na
populacdo da Compensa (Figura 9). O perfil eletroforético com “primer” OPAB 16

revelou nove locos, variando entre 420 a 2.000 pb. Verificou com este “primer” que
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nenhum fragmento foi comum as quatro populagcbes (Figura 10). Com o “primer”
OPAB 17 revelou nove locos, variando de 580 a 1.600 pb, dos quais, nenhum
apresentou esp€ecificidade (Figura 11). Dentre os nove locos selecionados, que
variaram entre 500 a 2.000 pb, com o “primer” OAB 18, o fragmento de 1.000 pb foi
comum em todas as popula¢cdes. Nenhum loco apresentou especificidade (Figura
12). Os dez locos selecionados com o “primer® OAB 19, variaram entre 460 a 2.000
pb. Com este “primer’, nenhum loco apresentou especificidade, no entanto, o

fragmento de 1.250 pb foi o mais frequiente nas quatro populagdes (Figura 13).

Tabela 2. Numero de locos (bandas) por primer obtidos nas quatro populacdes de A.
albopictus do Estado do Amazonas.

Primer Numero de locos Variacéo de pares de bases
(bandas) (pb)

OPAB 05 10 420 a 1.900
OPAB 07 9 670 a 2.100
OPAB 10 10 380 a2.100
OPAB 12 8 320 a 2.000
OPAB 14 12 400 a 2.000
OPAB 16 9 420 a 2.000
OPAB 17 9 580 a 1.600
OPAB 18 9 500 a 2.000
OPAB 19 10 460 a 2.000

Total: 09 86 Variacéo total = 320 e 2.100
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Figura 5. Perfil da variabilidade genética em quatro popula¢des de A. albopictus. Amostras: 1
a 4 (Cidade Nova), 5 a 8 (Tabatinga), 9 a 12 (Colina do Aleixo), 13 a 16 Compensa, 17 a 18
(Cidade Nova). Primer OPAB 05. C = Controle e M = marcador molecular (100pb DNA
Ladder).
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Figura 6. Perfil da variabilidade genética em quatro populagBes de A. albopictus. Amostras: 1
a 4 (Cidade Nova), 5 a 8 (Tabatinga), 9 a 12 (Colina do Aleixo), 13 a 16 Compensa, 17 a 18
(Cidade Nova). Primer OPAB 07. C = Controle e M = marcador molecular (100pb DNA
Ladder).
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Figura 7. Perfil da variabilidade genética em quatro popula¢fes de A. albopictus. Amostras: 1
a 4 (Cidade Nova), 5 a 8 (Tabatinga), 9 a 12 (Colina do Aleixo), 13 a 16 Compensa, 17 a 18
(Cidade Nova). Primer OPAB 10. C = Controle e M = marcador molecular (100pb DNA
Ladder).
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Figura 8. Perfil da variabilidade genética em quatro populagBes de A. albopictus. Amostras: 1
a 2 (Cidade Nova), 3 a 6 (Tabatinga), 7 a 10 (Colina do Aleixo), 11 a 14 Compensa, 15 a 18
(Cidade Nova). Primer OPAB 12. C = Controle e M = marcador molecular (100pb DNA
Ladder).
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Figura 9. Perfil da variabilidade genética em quatro populagfes de A. albopictus. Amostras: 1
a 2 (Cidade Nova), 3 a 6 (Tabatinga), 7 a 10 (Colina do Aleixo), 11 a 14 Compensa, 15 a 18
(Cidade Nova). Primer OPAB 14. C = Controle e M = marcador molecular (100pb DNA
Ladder).
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Figura 10. Perfil da variabilidade genética em quatro populacdes de A. albopictus. Amostras: 1
a 4 (Cidade Nova), 5 a 8 (Tabatinga), 9 a 12 (Colina do Aleixo), 13 a 16 Compensa, 17 a 18
(Cidade Nova). Primer OPAB 16. C = Controle e M = marcador molecular (100pb DNA
Ladder).
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Figura 11. Perfil da variabilidade genética em quatro populacdes de A. albopictus. Amostras: 1
a 4 (Cidade Nova), 5 a 8 (Tabatinga), 9 a 12 (Colina do Aleixo), 13 a 16 Compensa, 17 a 18
(Cidade Nova). Primer OPAB 17. C = Controle e M = marcador molecular (100pb DNA
Ladder).
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Figura 12. Perfil da variabilidade genética em quatro populacdes de A. albopictus. Amostras: 1
a 4 (Cidade Nova), 5 a 8 (Tabatinga), 9 a 12 (Colina do Aleixo), 13 a 16 Compensa, 17 a 20
(Cidade Nova). Primer OPAB 18. C = Controle e M = marcador molecular (100pb DNA
Ladder).
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Figura 13. Perfil da variabilidade genética em quatro populacdes de A. albopictus. Amostras: 1 a
4 (Cidade Nova), 5 a 8 (Tabatinga), 9 a 12 (Colina do Aleixo), 13 a 16 Compensa, 17 a 18
(Cidade Nova). Primer OPAB 19. C = Controle e M = marcador molecular (100pb DNA Ladder).

IV.2 Analises Populacionais

IV.2.1. Estimativas das Medidas de Variabilidade Genética

As medidas de variabilidade genética, a percentagem de locos
polimérficos e heterozigosidades observadas e esperadas em cada populacgéo,
estédo representadas na tabela 3. Os dados mostram um elevado polimorfismo, cujos
valores de locos polimorficos variaram de 91,83 a 100,00. No entanto, as
heterozigosidades observadas e esperadas apresentaram valores mais baixos,
mesmo assim, considerados elevados para popula¢gdes desse grupo de mosquitos
(Ho = 0,3122 - 0,3929; He = 0,3165 — 0,3981, respectivamente). Das quatro

populacbes analisadas, a de Tabatinga mostrou maior variabilidade genética, tanto
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pela percentagem de locos polimorficos (P = 100,00), quanto pelas
heterozigosidades (Ho = 0,3929; He = 0,3981). A menor variabilidade genética foi
detectada na populacdo da Compensa (P = 91,83; Ho = 0,3122).

Considerando as trés populacdes de Manaus, a da Cidade Nova foi a
gue mostrou maior variabilidade genética (P = 97,95; Ho = 0,3662). Este resultado
deve-se possivelmente, a existéncia de grandes fragmentos florestais neste bairro,
onde a pressao antropica pela acao de inseticida € menos intensa do que em certas
areas da cidade, favorecendo a formacao de habitats ideais para o desenvolvimento
dessa espécie, que é de origem silvestre. Estas condi¢cdes possibilitam livre fluxo
génico entre os individuos nessa populacéo.

A maior variabilidade observada na populacdo de Tabatinga deve-se,
provavelmente, ao fato dessa espécie ter sido registrada pela primeira vez nessa
localidade, em 1996, conforme informacdes da Fundacdo Nacional de Saude
(FUNASA), sendo mais antiga do que as populacbes dos demais municipios do
Estado, como por exemplo, as da cidade de Manaus, que tiveram seus primeiros
registros em 2002 (FUNASA). Dentre um grande numero de fatores, as
caracteristicas ambientais afetam a capacidade de uma espécie sobreviver, se
reproduzir, e principalmente, dela se estabelecer num determinado local
(DOBZANSKY, 1973). Por ser mais antiga do que as populacdes de Manaus, a de
Tabatinga teve mais tempo de adaptacdo aquele ambiente, por isso teve grande
possibilidade de maior fluxo génico e introducdo de novos alelos. Um outro fator que
deve também contribuir para a maior variabilidade genética observada nesta
populacao é a localizacédo geografica de Tabatinga, que faz fronteira com Coldémbia

e Peru.
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Tabela 3. Estimativa da variabilidade genética em quatro populacdes de Aedes albopictus
no Estado do Amazonas.

Percentagem de Heterozigosidade Média
Numero Médio de g

Populacao Locos
Amostras por Loco . Observada Esperada **
Polimorficos *
Cid. Nova 38,08 97,95 0,3621 0,3670
Colina do Aleixo 33,55 93,87 0,3447 0,3501
Compensa 36,85 91,83 0,3122 0,3165
Tabatinga 39,32 100,00 0,3929 0,3981

* Frequéncia do alelo mais comum menor ou igual a 0,95 (AYALA, 1982)

** Heterozigosidade esperada de Hardy-Weinberg, estimativa ndo enviesada (NEI, 1978).

IV.2.2. Andlise da Estrutura Genética das Populacdes

O teste de qui-quadrado a partir do “Exact Test” (RAYMOND &

ROUSSET, 1995) foi significativo (XZ: 466,7269; GL= 98; P < 0,0001) mostrando

certa diferenciacdo genética entre as populacdes. Possivelmente, isto pode estar
relacionado a acao antrépica, origens diferentes, e a propria estrutura genética das
populagdes. A estrutura genética foi testada, com base no método 6, sendo seu
valor médio de F¢ = 0,0662 + 0,0096, indicando uma baixa estruturacdo genética.
Mesmo assim, este resultado indica que o fluxo génico estad ocorrendo entre as

populacdes, e 0s cruzamentos ainda sejam aleatorios.
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IV.2.3 Andlise da Distancia e Similaridade Genética entre as

Populacdes

A partir dos dados das frequéncias alélicas estimadas, construiu-se
uma matriz de distancia e similaridade genética entre as quatro populacdes,
utilizando-se a metodologia proposta por Nei (1978). Os dados da Tabela 4 mostram
que os valores de distancia genética foram muito baixos (D= 0,0156 — 0,0786),
indicando que as populacdes sdo muito proximas geneticamente, sendo Tabatinga e
Compensa as populacbes que mostraram o valor de distancia mais elevado
(0,0786). No entanto, a menor distancia genética foi detectada entre as populacdes
da Cidade Nova e da Colina do Aleixo (0,0156).

Considerando somente as populacbes de Manaus, a maior distancia
genética foi observada entre Compensa e Cidade Nova, enquanto a maior

similaridade foi detectada entre Colina do Aleixo e Cidade Nova (Tabela 4).

Tabela 4. Matriz de distancia e similaridade genética entre as quatro populagbes de Aedes
albopictus no Estado do Amazonas. Valores acima da diagonal correspondem a identidade
genética ndo enviesada e abaixo da diagonal correspondem a distancia genética nao
enviesada (NEI, 1978)

Populacao Cidade Nova Colina do Compensa Tabatinga
Aleixo
Cidade Nova Frdxk 0,9845 0,9786 0,9510
Colina do Aleixo 0,0156 krk 0,9831 0,9394
Compensa 0,0216 0,0171 Frkdx 0,9244
Tabatinga 0,0502 0,0625 0,0786 kkxk
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IV. 2.4 Relagcbes Genéticas entre as Populacdes

Na figura 10 esta representado o dendrograma de distancia genética
entre as populacdes, segundo Nei (1978), com base no programa TFPGA (MILLER,
1997). Verifica-se nesta figura, que as populacdes foram separadas em trés
“clusters”. o primeiro, formado pela Cidade Nova e Colina do Aleixo; o segundo,
separando estas duas com a da Compensa; e o terceiro formado apenas por
Tabatinga. Estes resultados mostram as trés populacbes de Manaus muito
semelhantes geneticamente, que formam um grupo homogéneo, um pouco

diferenciado da populacédo de Tabatinga.

1,000 75,000 5.000 25,000 0.000

Cidade Nova

Colina do Aleixo

Compensa

Tabatinga

1,000 75,000 5.000 25,000 0.000

Figura 14. Dendrograma agrupando as populacdes de Aedes albopictus com base na
distancia genética. Método ndo ponderado de agrupamento de pares de popula¢cdes com
média aritmética - UPGMA (NEI, 1987).
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V. DISCUSSAO

V. 1. Perfis Eletroforéticos de RAPD

Os resultados da analise dos perfis de RAPD-PCR, a partir de nove
“primers” (iniciadores) revelaram 86 bandas (locos) nas quatro populagdes, variando
entre 280 e 2500 pb. Kambhampati et al. (1992) avaliando a importancia da técnica
de RAPD para aplicacbes entomoldgicas em espécies de mosquitos do género
Aedes sp, analisaram populacdes de A. albopictus criados em laboratorios,
utilizando apenas dois “primers” e revelaram 14 locos variando de 184 a 1531 pb.
Ayres et al., (2002) analisaram a variabilidade genética de seis populacdes de A.
albopictus procedentes de trés estados brasileiros e revelaram 47 bandas (locos),
variando entre 120 a 2000 pb, utilizando quatro “primers”. Os resultados destes
autores diferem em parte dos observados no presente trabalho, mas esta diferenca,
possivelmente, seja porque eles utilizaram menor numero de “primers”.

Santos et al. (2003) estudando as relacdes genéticas entre populacdes
de A. aegypti de diferentes regides do Estado de S&o Paulo utilizando este mesmo
marcador, baseado em seis “primers” detectaram 58 locos. No entanto, Ayres et al.
(2003) analisando a diferenciacdo genética de populacdes dessa espécie
procedentes de cinco estados brasileiros e uma da Florida, Estados Unidos
detectaram menor numero de locos (47) variando de 120 a 2200 pb, utilizando
apenas quatro “primers”. Corroborando com estes dados, Sousa et al. (2001)
estudaram a estrutura genética dessa espécie na Argentina, selecionando trés
“‘primers” que revelaram 17 bandas variando de 500 a 2000 pb. Entretanto, Paduan

et al. (2006), também por meio de RAPD, estudaram a variabilidade desta espécie
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com populacdes provenientes de seis estados brasileiros e uma de Rockefeller,
Porto Rico. Os cincos “primers” selecionados revelaram 21 bandas variando de 250
a 1500 pb.

Considerando-se os padrbes eletroforéticos obtidos neste estudo,
verifica-se que as populacdes de A. albopictus de Manaus e de Tabatinga
analisadas, mostram o numero de bandas (locos) e a variacdo do peso molecular
desses fragmentos semelhantes aos de populacdes de A. aegypti do Brasil, e de

alguns paises do continente americano.

V. 2. Estimativa da Variabilidade Genética das Populacfes

A variacdo genética € um pré-requisito para que haja evolugéo
adaptativa, uma vez que a selecdo natural atua entre as variantes que ocorrem
dentro das popula¢cées, em funcdo da adaptacdo ao ambiente (HARTL, 1981). Os
fatores genéticos séo responsaveis pela maioria das caracteristicas que contribuem
para o sucesso dos insetos vetores, tais como susceptibilidade, competéncia vetorial
e resisténcia a inseticidas (AYRES et al., 2003).

A percentagem de locos polimorficos teve variacdo de 91,83% a
100,00%, onde o maior valor foi detectado na populacdo de Tabatinga (P=
100,00%), e o menor na populacdo da Compensa (P = 91,83%). Tais resultados
mostram nivel de polimorfismo bastante elevado. Estes valores corroboram em parte
com os descritos por Magalhdes Jr. (2005), ao realizar os primeiros estudos sobre
variabilidade genética de A. albopictus, por meio de isoenzimas em populacdes de
trés bairros (Colina do Aleixo, Mauazinho e Compensa) da cidade de Manaus.

Dentre elas, a populacdo da Compensa foi também a menos polimorfica (44,4%);
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Mauazinho e Colina do Aleixo apresentaram maior polimorfismo (P= 50,0%). E
importante salientar que os valores de polimorfismos e heterozigosidades obtidos
diretamente do DNA correspondem aproximadamente a duas vezes, ou mais, o nivel
gue se encontraria em aloenzimas (Apostol et al., 1996). Silva et al. (2006) utilizando
isoenzimas descreveram a variabilidade dessa espécie em outros bairros adjacentes
de Manaus (Cidade de Deus, Petropolis e Terra Nova), e verificaram que a
percentagem média de locos polimorficos foi de 40,0% para as trés populacdes.
Ayres et al. (2002), estudando a evolucdo da variabilidade genética em populagcdes
de A. albopictus oriundas de trés estados brasileiros, por meio de RAPD,
descreveram um polimorfismo variando de 75,5% a 87,2%. Segundo os autores,
estes valores de polimorfismo foram considerados elevados para populacées desse
mosquito. Os valores obtidos com as populacdes dessa mesma espécie no presente
trabalho foram ainda mais elevados (P = 91,83% a 100,00%), de maneira a
corroborar com o elevado polimorfismo descrito por outros autores.

Fraga et al. (2003) analisando popula¢cbes de A. aegypti, também na
cidade de Manaus, por meio de isoenzimas, detectaram uma variagdo ha
percentagem de locos polimorficos de 44,4% — 55,6%, também considerada elevada
por estes autores, com esse marcador molecular. Dinardo-Miranda & Contel (1996)
encontraram resultados similares em populacbes paulistas deste vetor. Em
populacdes desse mosquito coletadas no Quénia, Tabachnick & Powell (1976),
encontraram variacdo em 59% dos locos.

Sousa et al. (1999) utilizando RAPD, analisaram a variabilidade
genética em populagbes de A. albifasciatus da Argentina e encontraram a
heterozigosidade e polimorfismo variando entre 0,19 — 0,31 e 61% — 89%,

respectivamente. Segundo estes autores, tais valores correspondem
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aproximadamente trés vezes mais do valor obtido em estudos prévios com base em
16 locos isoenzimaticos, nestas mesmas populacoes.

De acordo com esses parametros, verifica-se que as populacdes de A.
albopictus de Manaus e Tabatinga, apresentam niveis de polimorfismo mais
elevados do que as populagdes de outras regides, e inclusive, as de A. aegypti.

Nevo (1978) assinala que a heterozigosidade é uma melhor medida de
variacdo génica que o polimorfismo, visto que € menos dependente do tamanho da
amostra e, embora tenha a desvantagem de ser afetada pela escolha dos locos,
pode ser definida menos ambiguamente.

Em relacdo as heterozigosidades das quatro populacdes analisadas, a
de Tabatinga mostrou maiores valores, tanto na heterozigosidade observada, quanto
na esperada (Ho = 0,3929; He = 0,3981), enquanto a menor heterozigosidade foi
detectada na populacdo da Compensa (Ho = 0,3122; He = 0,3165). Considerando as
trés populacbes de Manaus, a da Cidade Nova foi a que mostrou maior
heterozigosidade (Ho = 0,3662; He = 0,3670). Entretanto, os valores descritos neste
trabalho discordam com os encontrados por Magalhdes Jr. (2005) por meio de
isoenzimas, em populacdes de A. albopictus da cidade de Manaus. Este reportou
heterozigosidade média observada inferior (Ho= 0,078 — 0,081). Silva et al. (2006)
utilizando a mesma técnica de isoenzimas detectou valores de heterozigosidade
observada variando entre 0,132 — 0,238 em outros bairros adjacentes na mesma
cidade. Apesar de serem ligeiramente superiores, estes valores corroboram com 0s
descritos por Ayres et al. (2002), em populacdes de A. albopictus oriundas de trés
estados brasileiros, por meio de RAPD. Esses autores concluiram também que a
variabilidade genética observada nas populagbes brasileiras locais era resultante de

um balanco entre a deriva genética e um fluxo génico restrito nessas populacoes.
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Lourenco-de-Oliveira et al. (2003) analisaram a diversidade genética entre
populacdes de A. albopictus procedentes do Brasil, dos Estados Unidos e das llhas
Caiman, usando como marcador molecular, as isoenzimas. Os autores concluiram
que, tanto as populacdes do Brasil quanto as dos Estados Unidos eram altamente
diversificadas. Fraga et al. (2003) verificaram a variabilidade genética de populacdes
de A. aegypti de Manaus por meio de isoenzimas e obtiveram valores de
heterozigosidade média observada (Ho = 0,109 — 0,152) mais baixos. No entanto,
Ayres et al. (2003) utilizando RAPD, reportaram um nivel mais elevado de
heterozigosidade observada (Ho= 0,274) em algumas populacfes brasileiras desta
espécie. Sousa et al. (2001) utilizando a mesma técnica, mostraram que populacdes
argentinas dessa mesma espécie também possuem um nivel elevado de
heterozigosidade média esperada (He = 0,350). Valores elevados de
heterozigosidade também tém sido detectados em populacdes de A. aegypti
procedentes de Porto Rico (Ho = 0,354) por Apostol et al. (1996). Yan et al. (1999)
empregando um outro marcador molecular, RFLP - Restriction fragment length
polymorphism, em estudos populacionais deste mesmo vetor, também obtiveram
valores elevados, variando de 0,44 a 0,58. Resultado semelhante foi observado por
esses autores utilizando o marcador AFLP - Amplified Fragment Length
Polymorphism, no mesmo estudo onde a heterozigosidade média esperada entre as
populacdes foi 0,39.

Costa-da-Silva et al. (2005) por meio de fragmento do gene ND4 do
DNA mitocondrial, reportaram variabilidade genética elevada a nivel
interpopulational de A. aegypti em trés cidades do Peru.

Varios estudos tém sido realizados sobre a variabilidade genética em

outras espécies de mosquitos vetores de doencas. Santos et al. (2005) estudando a
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variabilidade genética entre duas espécies de anofelinos, Anopheles intermedius e
Anopheles mattogrossensis, na Amazobnia brasileira utilizando marcadores
isoenzimaticos, demonstraram baixa variabilidade genética nas populacbes de A.
mattogrossensis (Ho= 0,081; P= 44,4), e valores mais inferiores nas populacdes de
A. intermedius (Ho= 0,048; P= 33,3). Isto provavelmente, pode estar relacionado
com o tipo de nicho ocupado por estas espécies, visto que somente podem ser
encontradas em algumas areas restritas. Também utilizando isoenzimas, valores
semelhantes foram descritos por Carvalho-Pinto & Lourenco-de-Oliveira (2004) em
populacdes de Anopheles cruzii oriundas de quatro estados brasileiros, onde a
heterozigosidade média observada variou de 0,211 a 0,386. Esses mesmos autores
observaram valores muito similares em populacbes de Anopheles bellator
procedentes de trés estados brasileiros e uma da llha de Trinidad, na Republica de
Trinidad Tobago, em 2003, onde a heterozigosidade observada variou de 0,210 a
0,319 (CARVALHO-PINTO & LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 2003). Pinedo-Cancino et
al. (2006), estudando a diversidade genética de Anopheles darlingi na Amazénia
Peruana, regido de Iquitos, por meio de RAPD, registraram valores de
heterozigosidade média esperada variando de 0,27 a 0,32. Entretanto, Manguin et.
al. (1999) reportaram valores mais baixos de heterozigosidade média esperada
(0,063 - 0,122), em popula¢cBes desse mosquito coletada em diferentes paises da
Ameérica do Sul.

A maior variabilidade observada na populacdo de Tabatinga,
provavelmente, deve-se ao fato dessa ter sido introduzida a mais tempo do que as
populacdes de Manaus. Por ser mais antiga, esta populagéo teve mais tempo de
adaptacdo a aquele ambiente. Nevo (1978) relata que a diversidade ambiental

desempenha papel importante ha manutencdo da variacdo genética, e a partir dai,
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alguma forma de selecdo natural (balanceada, direcional, disruptiva, dependente da
frequéncia, entre outras) pode atuar como fator determinante na estrutura genética
da populacdo e na diferenciacéo. Tabatinga faz fronteira com Colémbia e Peru, e 0
transporte de mercadorias vindas de outros paises possibilita trazer individuos de
outras populacdes, permitindo o acasalamento desses com os da populacdo de
Tabatinga. Tais cruzamentos permitem que alelos novos sejam introduzidos nessa
populacao, conferindo-lhe um aumento na variabilidade genética.

Considerando-se os dados de locos polimorficos e heterozigosidade
média obtidos nesse estudo, verifica-se que as populacbes de A. albopictus de
Manaus e Tabatinga mostraram niveis de variabilidade genética similares aos de
outras populacbes desse mosquito e, inclusive, as populacdes de A. aegypti,
analisadas com varios marcadores moleculares no Brasil, e em diferentes partes do
mundo (FRAGA et al., 2003; AYRES et al., 2003; SOUSA et al., 2001; YAN et al.,
1999; COSTA-DA-SILVA et al., 2005; BOSIO et al., 2005)

O elevado polimorfismo observado nas quatro populaces analisadas
pode ser indicativo de uma maior plasticidade genética, decorrente da prépria
estrutura genética destas populacdes, como estratégia adaptativa ao ambiente
amazoénico. Nas areas em que ha ocorréncia de grandes fragmentos florestais, tais
como Cidade Nova e Colina do Aleixo, onde a acdo antrOpica é menor as
populacdes desse mosquito tendem a ter maior heterozigosidade. Diferentemente, a
populacdo da Compensa, que além de ser um bairro totalmente urbanizado, sofre
intensa atuacdo de agentes de salde com aplicacao de inseticidas nas campanhas
de combate a dengue, que tem como alvo principal a espécie A. aegypti. Fato este
reduz drasticamente a densidade populacional de outros mosquitos inclusive a

espécie A. albopictus. Diante disso, a possibilidade de ocorrer endocruzamentos, e
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consequentemente, a reducao da variabilidade genética. Nasci (1995) relata que em
algumas areas dos EUA, repetidos programas de controle tém causado reducéo das
populacées de A albopictus e a conseqiente mortalidade de seus individuos tem
levado a um homogeneizacao daquela populacéo.

Segundo Hondrio & Lourengo-de-Oliveira (2001), a interacao entre A.
albopictus e A. aegypti requer atencdo, pois essas espécies se desenvolvem
essencialmente nos mesmos criadouros artificiais e sdo muito comuns em areas
com grande concentragcdo humana. Diante disso, um outro fator que pode ser
indicativo de uma maior plasticidade genética das populacdes de A albopictus na
regido amazoénica é o fato dessa espécie em Tabatinga poder ter influenciado na
drastica reducdo da abundancia das populacbes de A. aegypti naquela regido. O
mesmo foi observado por Hawley (1988) na América do Norte, em Houston, Texas,
onde a introducédo de A. albopictus foi associada com o declinio da abundancia de A
aegypti. Em contraste, no Sudeste da Asia, foi observada por esse mesmo autor,
que a reducdo da abundancia de A. albopictus era resultante da interacdo
competitiva com A. aegypti. No Brasil, Passos et. al (2003) registraram a dominancia
de A. aegypti sobre A. albopictus no litoral do sudeste, no municipio de S&o
Sebastido, no Estado de S&o Paulo.

Apesar de ainda néo se ter certeza da transmissdo do virus da dengue
por A. albopictus no Brasil, os dados desse trabalho sobre a variabilidade e estrutura
genética nas populacdes analisadas no Estado do Amazonas sugerem a

possibilidade desta espécie ser uma transmissora em potencial da dengue.
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V. 2. Estrutura e Diferenciacdo Genética das Populagcdes

A estrutura genética de populacdes € uma consequéncia dos padrbes
de endocruzamento e da magnitude de fluxo génico entre as subpopulacdes. Taxas
elevadas de fluxo génico entre as subpopulacfes e a tendéncia para o cruzamento
aleatério intrapopulacional podem levar a uma diminuicdo da estrutura genética,
enquanto que, o contrario, aumentara a estrutura genética (EANES & KOEHN,
1978).

Nas quatro populacbes analisadas, observou-se uma baixa
estruturacdo microgeografica, conforme mostram os valores de Fy = 0,0662 *
0,0096. Esses valores sao relativamente baixos, indicando a ocorréncia de fluxo
génico entre essas populacdes. O mesmo foi observado por Ayres et al. (2002),
quando descreveram que os niveis de G das populacdes de A. albopictus dos
estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro sdo baixos (0,077). Estes autores
sugerem que, esses dados podem ser explicados pela proximidade entre esses
estados e o tempo de introducdo desta espécie nestes locais. Da mesma maneira
existe proximidade geografica entre as populacdes dos bairros de Manaus, podendo
explicar o baixo valor de Fg (0,0662). Esses dados corroboram com os descritos por
Magalhdes Jr. (2005) quando analisou a estrutura genética de populacdes de A.
albopictus de Manaus por meio de isoenzimas, quando encontrou indice mais
inferior de F¢ (0,020), indicativo de livre fluxo génico entre as popula¢des naquele
periodo.

Costa-Ribeiro et al. (2006), realizando estudos relacionando os padroes
genéticos de acordo com escalas geogréfica e temporal em populacbes de A.

aegypti procedentes de varias areas do Rio de Janeiro, encontraram nivel de F;
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mais elevado (0,091), sendo o maior valor encontrado em amostras coletadas na
estacdo chuvosa, sugerindo baixa dispersdo da espécie.

Os valores obtidos neste trabalho sdo bem inferiores quando
comparados com os de Sousa et al. (2001) que estudaram o relacionamento
genético em populagbes de A. aegypti da Argentina por meio de RAPD. Estes
autores encontraram valores de Fg bem mais elevados utilizando métodos
estatisticos diferentes (Fs; de Wright = 0,250; método 6 = 0,249; e Fs de Lynch and
Milligan = 0,300). Estes autores atribuem os valores encontrados a distancia
geografica entre as populacdes argentinas, que possibilitou a reducdo no fluxo
génico, e conseqguentemente, maior estruturacdo genética entre as populacdes, de
forma que, as mesmas durante o processo evolutivo tornam-se cada vez mais
diferenciadas.

Nyanjom et al. (2003), por meio de marcadores de microssatélites,
reportaram baixos valores de diferenciacdo genética (Fs; = 0,038) em populacdes de
Anopheles arabiensis, o principal vetor de malaria nas regides da Etidpia e Eritrea.
Segundo esses autores, 0s baixos valores entre as populacdes de A. arabiensis sdo
consistentes com a estrutura genética das populacdes de espécies de anofelinos no
leste da Africa.

Os dados de distancia e similaridade genética nas populacdes de A.
albopictus do Amazonas estdo mostrando grande similaridade genética, sendo a
maior distancia genética observada entre as populacbes de Tabatinga e da
Compensa (D= 0,0786), e a menor entre as populacdes da Cidade Nova e Colina do
Aleixo (D= 0,0156). Similaridade genética elevada também foi observada por
Magalhdes Jr. (2005) em outras populacdes de Manaus, onde a maior distancia

genética foi entre as populacdes da Colina com as da Compensa e Mauazinho

57



(0,003) e a menor distancia foi entre as populagcdes da Compensa e Mauazinho
(0,001). Ayres et al. (2002), utilizando a técnica de RAPD em populacdes de A.
albopictus de trés estados brasileiros, detectaram valores de distancia genética
maiores entre as populacées de Pernambuco, Rio de Janeiro e Minas Gerais (0,149)
e a menor distancia entre as populacdes do Rio de Janeiro e Minas Gerais com
valores < 0,050.

No entanto, Fraga et al. (2003), estudando populacdes de A. aegypti de
Manaus baseadas na analise isoenzimatica, encontraram valores de distancia e
similaridade genética mais baixos (D= 0,003 — 0,016), semelhantes aos observados
nas populacdes de Manaus desse estudo.

As relacdes genéticas entre as populacdes indicaram que as da Cidade
Nova e Colina do Aleixo sdo geneticamente muito préximas, pois estdo agrupadas
em um mesmo “cluster”, possivelmente, por estes bairros possuirem uma
localizacdo muito proxima uma da outra, permitindo livre fluxo génico. A populacéo
da Compensa que foi separada em outro “cluster, € um bairro mais antigo e
encontra-se do outro lado da cidade. Por ser mais antigo e possuir varios registros
de casos de dengue nos ultimos anos, vem sofrendo intensa atuacédo de agentes de
saude com aplicacéo de inseticidas nas campanhas de combate a dengue, que tem
como alvo principal a espécie A. aegypti. Consequentemente, esse fato reduz
drasticamente a densidade populacional de A. albopictus. Alfenas (1998) relata que
a reducdo no tamanho de uma populacdo tém efeito sobre as geracdes
subsequentes, pois essa sera iniciada por poucos individuos e sua variabilidade
genética dependera da amostra de alelos trazida por estes. Um efeito fundador pode
essa causando a reducdo da variabilidade genética e diferenciacéo na populacéo da

Compensa, separando-a em outro “cluster”.
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Um outro fator que deve ser levado em consideracao € a localizacédo da
Compensa proxima as do Centro da cidade e do Porto Fluvial do bairro do Séo
Raimundo. Esse fato pode reduzir a troca génica com as demais populacdes, € 0
transporte de mercadorias vindas de outros municipios possibilita trazer individuos
de outras populacdes, permitindo o acasalamento desses com os da populacdo da
Compensa, proporcionando uma pequena diferenciacdo genética. A populacdo de
Tabatinga que formou um terceiro “cluster” e esta separada das demais de Manaus,
provavelmente deve-se ao fato dessa estar geograficamente mais distante, e ter sido
introduzida ha mais tempo no Estado do Amazonas do que as populacdes de
Manaus. Diante destes dados, pode-se sugerir que as populacées de Manaus e de

Tabatinga tenham sido originadas de popula¢des oriundas de localidades diferentes.
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VI — CONCLUSOES

A analise dos dados das populacbes de A. albopictus, com base no

uso de RAPD, possibilitou concluir que:

1. Os dados obtidos neste trabalho mostraram que, as quatro popula¢cdes analisadas
sdo geneticamente muito similares e de elevada variabilidade genética, tanto
pelo numero de locos polimérficos, quanto pelas heterozigosidades. Entre as
quatro populacbes analisadas, a de Tabatinga mostrou maior variabilidade
genética, a menor variabilidade genética foi detectada na populacdo da
Compensa. Considerando as trés populacdes de Manaus, a da Cidade Nova foi a

gue mostrou maior variabilidade genética.

2. O teste de qui-quadrado a partir do “Exact Test” foi significativo (y2= 466,7269;

GL=98; P < 0,000) mostrando certa diferenciacao genética entre as populacdes.

3. Apesar da baixa estruturacdo genética observada indicando uma pequena
diferenciacado entre as populacdes, o fluxo génico esta ocorrendo entre elas, e 0os

cruzamentos ainda sao aleatorios.

4. Os valores de distancia genética encontrados entre as populagbes de A.

albopictus séo indicativos de uma espécie monotipica.

5. As populagBes de A. albopictus analisadas apresentaram variabilidade genética
elevada, quando comparadas com outras populacdes desta espécie em outros
estados brasileiros. Estes dados sugerem que, apesar desta espécie ter sido
registrada recentemente no Estado do Amazonas, demonstra uma elevada
plasticidade genética, adaptacdo ao ambiente, e possivelmente capacidade

vetorial. A diferenciacdo observada deve-se, provavelmente, a populacdo de
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Tabatinga, que faz fronteiras com outros paises, e foi introduzida a mais tempo
no Estado do Amazonas.
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