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RESUMO

A dengue, principal doencga viral de transmissdo vetorial, é atualmente a que
causa maiores impactos em termos de morbimortalidade. No Brasil, o estado
Rio de Janeiro é uma importante area endémica, tendo sido porta de entrada
para trés dos quatro sorotipos virais e do vetor, Aedes aegypti. O controle
dessa endemia apresenta inumeros problemas, dentre os quais destacam a
falta de vacina e ineficacia no combate ao vetor. Dessa forma o controle
vetorial, a vigilancia entomoldgica, o conhecimento da estrutura genética, assim
como 0s mecanismos que influenciam na dindmica populacional s&o as
principais formas de combate a dengue. O presente estudo teve como objetivo
caracterizar a estrutura populacional de Ae. aegypti provenientes do estado e
do municipio do Rio de Janeiro através da analise do polimorfismo de
nucleotideos Unicos (SNPs). Os exemplares foram coletados nos meses de
marco e dezembro de 2003 em cinco municipios do Estado do Rio de Janeiro:
Barra Mansa (B), Duque de Caxias (D2), Nova lguacu (N), Paraiba do Sul (PA)
e Trés Rios (T) e nove bairros do municipio do Rio de Janeiro: Cocota (C),
Freguesia (F), Jardim América (JA), Pilares (P), Penha (PE) Rocha Miranda
(R), Taquara (TA), Barra da Tijuca (BA) e Tijuca (Tl). Para as analises da
estrutura populacional foram utilizados nove SNPs e analisados os valores de
Fs, AMOVA, frequéncias alélicas, analise Bayesiana, através dos softwares
Arlequin v. 3, GENEPOP (Verséo 4.2) e Structure v. 2.3.1. Maior percentual de
variacdo foi encontrada dentro das populacdes, principalmente na coleta
proveniente do més de dezembro do estado do Rio de Janeiro. A diferenciacdo
genética espacial e temporal foi altamente significativa em todas as amostras e
coletas realizadas nos diferentes periodos (P<0,05), evidenciando baixo fluxo
génico entre as populacdes de Ae. aegypti. Contudo, comparativamente, menor
fluxo génico foi observado no més de dezembro. Pela andlise Bayesiana
evidenciou-se uma baixa variabilidade genética das populac¢des avaliadas.

Palavras-chave: Genética de populagbes, SNPs, Aedes aegypti, Rio de
Janeiro.



ABSTRACT

Dengue, the main vector-borne viral disease, is currently causing the greatest
impact in terms of morbidity and mortality. In Brazil, the Rio de Janeiro state is
an important endemic area, being the gateway to three of the four viral
serotypes and for the vector, Aedes aegypti. The control of this endemic
disease presents several problems, mainly because there is no effective
vaccine against the disease and also due to the problems in vector control.
Thus the vector control, entomological surveillance, knowledge of the genetic
structure, as well as the mechanisms that influence population dynamics are the
main ways to combat dengue. Using Single Nucleotide Polymorphisms (SNPS)
markers, we investigated the genetic structure of the mosquito vector Ae.
aegypti sampled at state and the municipality of Rio de Janeiro. Specimens
were collected in March and December 2003 in five counties of the State of Rio
de Janeiro: Barra Mansa (B), Duque de Caxias (D2), Nova Iguacu (N), Paraiba
do Sul (PA) and Trés Rios (T) and nine districts of the municipality of Rio de
Janeiro: Cocota (C), Freguesia (F), Jardim América (JA), Pilares (P), Penha
(PE) Rocha Miranda (R), Taquara (TA), Barra da Tijuca (BA) and Tijuca (TI).
For the analyzes of population structure nine SNPs were used and analyzed F
values, AMOVA, allelic frequencies, Bayesian analysis using software Arlequin
v. 3, GENEPOP (Version 4.2) and Structure v.. 2.3.1. Highest percentage of
variation was found within populations, mainly in collecting from the month of
December the state of Rio de Janeiro. The spatial and temporal genetic
differentiation was highly significant in all samples and samples collected in
different periods (P <0.05), indicating low gene flow among populations of
Aedes aegypti. However, comparatively lower gene flow was observed in the
month of December. By the Bayesian analysis a low genetic variability of
populations was showed.

Keywords: Population genetics, SNPs, Aedes aegypti, Rio de Janeiro
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1. INTRODUCAO

Entre as doencas virais de transmissao vetorial, a dengue é a que causa
maior impacto na populacdo em termos de morbimortalidade (Gubler, 2002;
Tauil, 2002). Nos ultimos 50 anos a incidéncia de dengue aumentou em 30
vezes (Fig 01). Estimativas indicam que 2,5 bilhdes de pessoas (dois tergos da
populacdo mundial) encontram-se em em areas endémicas e com risco para
contrair a infeccdo, sendo que mais de 50 milhdes sdo acometidas pela doenca
anualmente, com 500 mil casos de febre hemorragica da dengue (FHD) e 22
mil mortes, principalmente entre criancas (WHO, 2012; Wilder-Smith &
Schwartz, 2005).

O principal vetor desta arbovirose € o mosquito de habito urbano Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Braga & Valle, 2007) e seu agente
etiologico € um retrovirus da familia Flaviviridae, género Flavivirus (Carroll et
al., 2007). Este agente etioldgico tem alta variabilidade genética apresentando
quatro sorotipos diferentes (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), sendo que
cada sorotipo retrata varios genotipos diferentes (Pontes & Ruffino-Netto,
1994).

Ao longo da sua trajetdria evolutiva o Ae. aegypti desenvolveu habitos
extremamente  sinantropicos e antropofilicos, sendo encontrado
principalmente  colonizando depdsitos permanentes de agua e pequenas
colecdes temporarias (Braga & Valle, 2007, Natal, 2002). Ainda, a espécie
apresenta seu ciclo de vida associado aos regimes pluviais, de tal forma que a
incidéncia de casos de dengue esta relacionada a fatores ambientais (aumento
de temperatura, pluviosidade, umidade) que favorecem a disseminacdao do

vetor devido ao aumento de criadouros para a espécie (Ribeiro et al., 2006).

A selecdo de locais para oviposicdo pelas fémeas de Ae. aegypti, € um
fator chave para a sobrevivéncia de seus imaturos (Bentley & Day. 1989). A
escolha desse local e subsequente oviposicdo é influenciada por fatores
visuais, tateis e olfativos, sendo esse ultimo considerado de importancia
primaria (Benzon & Apperson. 1988; Bentley & Day. 1989; Logan & Birkett.

2007). Costa-Ribeiro (2006) coloca que ha dois aspectos do comportamento de
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oviposicdo de Ae. aegypti de interesse particular para entendimento de sua

estratégia de colonizagéo e perpetuacao nas areas invadidas.

O primeiro refere-se ao fato de os ovos serem depositados acima da
linha da agua nos criadouros temporarios, e dessa forma acabam sendo
transportados passivamente junto as migracbes humanas (Takahashi et al.,
2005 apud Costa-Ribeiro, 2006), além disso acrescenta-se 0 comportamento
de oviposicdo aos saltos da espécie, comportamento esse que tem particular
interesse para a compreensao da estruturacdo genética de populacfes desse
vetor. Em situacdes de baixa disponibilidade de criadouros, seja devido a baixa
pluviosidade, medidas eficientes de controle, a fémea gravida necessita
dispersar mais para ovipositar resultando em maior disperséo de sua prole no
espaco e, consequentemente, aumento de fluxo génico e menor diferenciacdo

genética entre as populacdes (Costa-Ribeiro, 2006)

O segundo aspecto refere-se a resisténcia a dessecacdo dos ovos
(Natal, 2002) sendo que em condi¢des laboratoriais, os ovos de Ae. aegypti
podem resistir pelo periodo de até um ano, sem contato com a agua, eclodindo
em poucos minutos ap0s serem submersos na agua (Consoli & Lourenco-de-
Oliveira 1994).

No Brasil existem relatos de dengue desde o século XIX, em 1916 em
Sédo Paulo e 1923 em Niter6i/RJ, sendo que a primeira epidemia ocorreu entre
1981-1982 em Roraima pelos sorotipos 1 e 2 (Cartilha Dengue, 2011). Apo6s
quatro anos, deflagrou-se uma epidemia no Rio de Janeiro e em algumas
capitais do Nordeste e, nos dltimos 20 anos quatro outras grandes epidemias
(1986, 2002, 2008 e 2010) causadas pelas mudancas de sorotipo viral
predominante. Em 2010 foi registrada a reentrada do sorotipo 4 (DENV-4) no
Brasil, apos 28 anos de sua circulacdo no pais (Nogueira & Eppinghaus, 2011).

O municipio do Rio de Janeiro é considerado uma importante porta de
entrada para os sorotipos do virus dengue e do préprio vetor (Nogueira et al.
2002; Lourengo de Oliveira et al. 2004). Além disso, € um dos locais mais
densamente populosos do pais, abrigando 5% da populacao brasileira, um dos
mais importantes pontos turisticos e econémicos e esta ligado a outras regides

brasileiras por varias rodovias e pelo mar (Costa-Ribeiro et al. 2006a, 2007).
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Todas as epidemias de dengue causadas pelos sorotipos DENV-1, DENV-2 e
DENV-3 se espalharam a partir da grande regidao metropolitana do Rio de
Janeiro para o restante do pais (Lourenco de Oliveira et al. 2004). Ainda, em
2011 o sorotipo 4 (DENV-4) foi detectado no Rio de Janeiro, oito meses apos
sua entrada em Roraima (Nogueira & Eppinghaus, 2011). Até o0 més de Junho
de 2012 (222 semana epidemioldgica) foram registrados no municipio do Rio de
Janeiro 89.406 casos (Fig. 02) sendo que o sorotipo 4 foi responsavel por 88%

dos casos observados (Boletim Dengue, 2012).
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Figura 01: Média anual de numero de casos de Febre do Dengue(DF)/Febre
Hemorragica do Dengue (DHF) e média anual do nimero de paises reportando casos
de dengue. (Fonte: WHO, 2012).
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Figura 02: Casos notificados por semana epidemiol6gica no municipio do Rio de
Janeiro em 2012 (Fonte SINAN — S/SUBPAV/SVS/CAS — SMSDC/RJ).

Quando comparado os dados referentes aos casos de dengue no Brasil
como um todo, é possivel evidenciar uma alta prevaléncia de notificacdes em
determinadas regifes do pais, especialmente no municipio do Rio de Janeiro.

No século XXI, o Brasil se tornou o pais com a maior taxa de casos de
dengue, ocupando o primeiro lugar no ranking internacional de doengas, com
mais de trés milhdes de registro entre 2000 e 2005 (Teixeira et al., 2009). Nos
anos de 2001 e 2002, o aumento de casos na regido sudeste foi observado
principalmente no estado do Rio de Janeiro (aproximadamente 145 mil casos
reportados até a 132 semana epidemioldgica), sendo que este numero
corresponde a 45,8% do registrado em todo o pais, sendo que a regido
metropolitana, onde se localiza 0 municipio do Rio de Janeiro, foi responsavel
por 60% dos casos registrados no estado (PAHO, 2002)

Ainda, de 1990 a junho de 2008 foram incluidos no Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica 8.885 casos de FHD e, em 2008, dados preliminares revelaram
gue mais de 700 mil casos e mais de 45 mil hospitalizacdes por dengue foram
registrados no Ministério da Saude (Barreto & Teixeira, 2008). Na epidemia
ocorrida no verdao de 2008 na cidade do Rio de Janeiro, verificou-se um
aumento da taxa de individuos menores de 15 anos acometidos tanto pela
febre do dengue quanto pela febre hemorragica do dengue. Apenas nos

primeiros quatro meses de 2008 na cidade do Rio de Janeiro foram notificados
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mais de 155 mil casos de dengue, 9 mil hospitaliza¢cdes, mais de mil casos de
dengue hemorragica e 110 mortes, com mais da metade sendo criancas
(Teixeira et al., 2009).

Originario da Africa, o Ae. aegypti apresenta-se distribuido
mundialmente (Fig. 03) sendo que sua distribuicdo ocorreu de forma passiva,
principalmente através de atividades humanas (Consoli & Lourengo-de-Oliveira,
1994). No Brasil o vetor foi erradicado na década de 50, sofrendo sucessivas
reinfestacdes nos anos seguintes que foram controladas, mas em 1976 ocorreu
uma nova reintrodugdo e n&o havendo éxito no seu controle,o vetor se

espalhou para todo o territério brasileiro (Tauil, 2002).
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Figura 03: Paises/areas em verde com risco de transmisséo de dengue (Fonte: WHO
2012)

Por ndo existir vacina contra a doenga, o controle vetorial, a vigilancia
entomologica (Jirakanjanakit et al., 2007a; IRAC-BR, 2010), o conhecimento da
estrutura genética, e os mecanismos que influenciam na dinamica populacional
(Hiragi, et al. 2009), sao ferramentas para estabelecer estratégias de combate
a dengue. Pelo fato das populacbes de Ae. aegypti terem sofrido eventos de
migracao intercontinentais por diferentes rotas, dispersdes passivas nos niveis

regional e continental, além de repetidas pressfes de selecdo causadas pelo
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uso de inseticidas, é de se esperar que efeitos fundadores e pressdes de
selecdo tenham causado variagfes genéticas e/ou morfoldgicas nas diferentes
populacdes (Henry et al., 2009; Jirakanjanakit et al., 2007a).

Para o estudo da dinamica e estrutura populacional dessa espécie sao
utilizadas ferramentas como a morfometria geométrica que se baseia em
variacdes morfoldgicas e permite a diferenciagdo populacional devido a fatores
genéticos e/ou ambientais (Jirakanjanakit & Dujardin, 2005; Dujardin, 2008) e
marcadores moleculares que permitem avaliar o polimorfismo de DNA entre os
individuos.

Dentre os marcadores moleculares, é possivel destacar as técnicas de
isoenzimas (Costa-Ribeiro et al., 2006b; Costa-Ribeiro et al. 2007), RAPD
(Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) (Julio et al., 2009),
microssatélites (Paupy et al., 2010; Costa-Ribeiro et al. 2006a Huber et al.,
2001), DNA mitocondrial (Twerdochlib et al., 2012; Paduan & Ribolla, 2008) e
SNPs (Polimorfismo de nucleotideo Unico) (Hemme et al., 2010; Paduan &
Ribolla, 2009).

As isoenzimas tém sido utilizadas para deteccdo de polimorfismos
enzimaticos as quais comparam populagdes ou espécies (Costa-Ribeiro, 2006).
A técnica de RAPD (Polimorfismos de DNA amplificados ao acaso) baseia-se
na utilizacdo de iniciadores arbitrarios que se ligam aleatoriamente ao DNA.
Assim avaliam o polimorfismo entre as popula¢gdes de determinado organismo
(Williams et al. 1990 apud Loxdale & Lushai, 1998).

Os microssatélites caracterizam-se por serem repeticdes de sequéncias
simples ao longo do genoma, de diferentes tamanhos em um determinado
locus codominantes. O DNA mitocondrial tem sido muito utilizado pelo fato de
seus genes apresentarem taxa de evolucao rapida, sendo util para estudos de
variacdo intraespecifica e relacdo filogenética (Martins & Domingues, 2011
apud Bona, 2012), mas apresentam como desvantagem a presenca de
pseudogenes (Hlaing et al., 2009).

Por outro lado, os SNPs sao caracterizados por uma variacdo de um
anico nucleotideo na sequéncia de DNA de um individuo, sdo extremamente
abundantes e representam a maior fonte de variabilidade genética entre

organismos individuais, e quando comparados aos microssatélites sdo mais
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faceis de serem detectados (Taillon-Miller et al., 1998 apud Spenassatto, 2011,
Brookes, 1999 apud Spenassatto, 2011).

Para Ae. aegypti, mais especificamente, estudos prévios com cepas de
laboratorio demonstraram que ha aproximadamente 12 SNPs/kb (Morlais &
Severson, 2003) ao passo que em populacbes de campo provenientes da
Venezuela obteve-se de 30 a 124 SNPs/kb (Urdaneta-Marques et al. 2009).
Para as populacdes brasileiras Paduan & Ribolla (2009) caracterizaram oito
SNPs em populacdes de Ae. aegypti provenientes de 16 cidades brasileiras,
tendo sido sequenciado sete genes. Estes genes revelaram a existéncia de 53
SNPs individuais, representando um SNP para cada 52 pares de bases. Dos
53 SNPs oito foram altamente polimérficos.

Os SNPs sdo considerados extremamente Uteis como marcadores
genéticos (Morlais & Severson, 2003) o que nos motivou a realizar uma analise
da estrutura populacional de Ae. aegypti provenientes do estado e do municipio

do Rio de Janeiro, importante area endémica da dengue.
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2. JUSTIFICATIVA

O conhecimento da estrutura genética de populacdes de Ae. aegypti é de
grande interesse para a compreensdo da epidemiologia do dengue, j4 que
determinados genes estdo associados a resisténcia aos inseticidas (Yan et al.,
1988; Lima-Catelani et al., 2004; Sousa-Polezzi et al., 2005), a susceptibilidade
e a competéncia vetorial aos diferentes sorotipos e genoétipos desse virus
(Failloux et al., 1999; Bosio et al., 2000; Black IV et al., 2002; Olson et al.,
2002).

Marcadores mais polimorficos, como os SNPS, sdo recomendados em
estudos populacionais de menores escalas geograficas, permitindo avaliar mais
detalhadamente, por exemplo, as populacdes das areas urbanas e suburbanas

do municipio do Rio de Janeiro.

No Brasil, varios fatores tém contribuido para o aumento do nimero de
casos de dengue, dentre os quais podemos destacar: ampla disperséo de Ae.
aegypti no territério brasileiro, a intensificacdo do crescimento urbano
desordenado, medidas ineficientes de controle, elevado fluxo migratorio
humano (migracdo, imigracdo e emigracdo) e, a co-circulagdo de quatro
sorotipos do virus dengue. Nesse contexto, o fluxo génico de Ae. aegypiti
reveste-se de interesse particular dentro desse relevante problema de saude
publica, visto que, sua dispersdo (passiva e/ou ativa), pode estar envolvida com
a disseminacdo do virus, de mosquitos competentes vetorialmente e

resistentes ao controle.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a estrutura populacional de Ae. aegypti provenientes do Estado e
do municipio do Rio de Janeiro através da analise do polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNPs).

3.2 Objetivos especificos

e Verificar a estrutura genética inter e intra-populacional de Ae. aegypti
provenientes do estado do Rio de Janeiro: municipios de Barra Mansa,
Duque de Caxias, Nova Iguacu, Paraiba do Sul e Trés Rios;

e Analisar a estrutura genética inter e intra-populacional de Ae. aegypti
provenientes dos bairros da cidade do Rio de Janeiro: Cocota,
Freguesia, Jardim América, Pilares, Penha, Rocha Miranda, Taquara,

Barra da Tijuca e Tijuca, municipio do Rio de Janeiro;

e Estimar o fluxo génico das populacbes de Ae. aegypti provenientes do

estado e do municipio do Rio de Janeiro;

e Estimar o fluxo génico temporal das populacbes de Ae. aegypti

provenientes dos municipios do estado do Rio de Janeiro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de material

As coletas de espécimes de Ae. aegypti foram realizadas com auxilio de
ovitrampas em cinco municipios do estado do Rio de Janeiro: Barra Mansa (B),
Duque de Caxias (D2), Nova Iguacgu (N), Paraiba do Sul (PA) e Trés Rios (T)
(Figura 04; Tabela 01). No municipio do Rio de Janeiro foram amostrados sete
bairros: Cocota (C), Freguesia (F), Jardim América (JA), Pilares (P), Rocha
Miranda (R), Taquara (TA) e Tijuca (TI) (Figura 05; Tabela 02).
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Figura 04: (») Pontos de coleta de Aedes aegypti, no estado do Rio de Janeiro,

Brasil. Abreviagcbes dos municipios disponiveis na tabela 01.

O periodo amostral compreendeu os meses de marco e dezembro de
2003, tendo sido amostradas 12 localidades (marco) e 10 localidades
(dezembro) (Tabela 01). Todo o processo de criacdo e separacao dos

espécimes foi realizado por Costa-Ribeiro (2006).
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Para as analises dos dados provenientes das coletas do municipio do
Rio de Janeiro, os bairros foram divididos de acordo com a localizacdo

geografica detalhada na tabela 02.
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Figura 05: () Pontos de coleta de Aedes aegypti, municipio do Rio de
Janeiro, Brasil. Abreviacbes dos distritos disponiveis na tabela 01.
(Fonte: Adaptado de Costa-Ribeiro et al. 2006a).
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Tabela 01: Local de coleta de Ae. aegypti e densidade humana dos locais

amostrados.

Cdédigo Designacao Coleta Densidade
estado do Rio de Janeiro (municipios) Humana/Km?2

B Barra Mansa marco e dezembro  311,9

D2 Duque de Caxias-Parque Duque Marco 1669,1

DC Duque de Caxias-25 de Agosto Marco 1669,1

N Nova Iguagu marco e dezembro  1757,2

PA Paraiba do Sul Margo 64,4

T Trés Rios marco e dezembro  221,8
municipio do Rio de Janeiro (bairros)

BA Barra da Tijuca Dezembro 1726,46

C Cocota marco e dezembro  10786,43

F Freguesia Dezembro 4723

JA Jardim América Dezembro 12870,08

PE Penha Marco 12394,47

Pl Pilares marco e dezembro  15364,17

R Rocha Miranda marco e dezembro  14082,83

TA Taquara marcgo e dezembro  6442,13

TI Tijuca Marco 17431,88

Tabela 02: Locais de coleta no municipio do Rio de Janeiro agrupados de
acordo com a localizagao geografica.

Bairro Sigla Bairro Sigla
Norte llha
Jardim América JA Cocota C
Penha PE Freguesia
Pilares Pl
Rocha Miranda R
Leste Oeste
Tijuca TI Taquara TA

Barra da Tijuca BA
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4.2 Extracdo de DNA e PCR em Tempo Real (QPCR)

O DNA gendmico foi extraido de mosquitos inteiros, triturados com
auxilio de um pistilo utilizando-se a resina Chelex100® Molecular Biology
Grade Resin (Bio-Rad Laboratories). Depois de homogeneizados com pistilo
cada mosquito foi submetido ao vortex por 15 segundos, posteriormente
centrifugado a 13.000 rpm por 20 segundos e colocados por 30 minutos em
banho seco a 80°C. Em seguida, o sedimento foi submetido ao vortex por 15
segundos e centrifugado a 13.000 rpm por 20 segundos. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e armazenado a -20°C. A concentracdo do DNA
foi estimada pelo espectrofotometro NanoDrop® (ND-1000). Apos quantificacao
uma parte de cada amostra foi diluida a 25 ng/pL e acondicionadas em placas
de 96 pocos. O DNA de cada mosquito, extraido individualmente, foi submetido
a amplificacdo pela PCR em tempo real através da plataforma StepOnePlus™
v. 2.1 (Applied Biosystems) utilizando-se placas 6pticas de 96 pocos e sistema
TagMan® para a discriminacao alélica. O processo de extracdo foi realizado
por Costa Ribeiro (2006).

4.3 Caracterizacao da estrutura genética populacional

Para a caracterizacdo populacional foram utilizados nove marcadores
SNPs de acordo com Paduan & Ribolla (2009) (Figura 06).

As analises da estrutura populacional foram realizadas através da
analise de variancia molecular (AMOVA) com auxilio do software Arlequin v.
3.1. Este método estatistico se baseia na geracdo de estimativas da variancia
genética em diferentes niveis hierarquicos, ou seja, avalia a diversidade
genética distribuida dentro das populacdes e entre as populacdes, além de
valores de estatistica F (Fis e Fst), que indicam o grau de subdivisdo
geografica.

e Fis- deficiéncia ou excesso de heterozigotos causados pela auséncia de
panmixia no interior das subpopulacées;

e Fst - deficiéncia de heterozigotos causada pela deriva genética,
consequéncia da subdivisdo da populagao ou efeito Wahlund, podendo

ser interpretado da seguinte maneira:
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* entre 0 e 0,05 = pouca diferenciacao;

* entre 0,05 e 0,15 = diferenciagdo moderada;

» entre 0,15 e 0,25 = diferenciacao alta;

« valores acima de 0,25 = diferenciagao muito alta.

A comparagdo das proporcdes de Hardy—Weinberg e as frequéncias
alélicas foram calculadas através do software online GENEPOP (Verséo 4.2)
desenvolvido por Raymond & Rousset (Rousset, 2008)

O software Structure v. 2.3.1 foi utilizado na andlise de estruturacdo de
populacdes com base em dados de genotipagem multilocus. A utilizagéo deste
teste possibilita a construcdo de clusters genéticos e estima a fracdo do
gendtipo de cada individuo que pertence a cada cluster na auséncia de
qualquer informacdo prévia sobre a estrutura da populacdo (Spenassatto,
2011). Para determinacéo do valor de K utilizou-se o software online Structure

Harvester (Verséo 0.6.93) baseado no método de Evanno (Earl, D.A. & VonHoldt,
B. M., 2012).
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Gene Oligonucleotiden F (5 - 3') Dligonuclentiden R (5 - 3°) Sonda VIC™ (5 - 3) Sonda FAM™ [5'- 3]
AeIMUC AAGCCAGCGTTTGTGATTGE GGCACAGAACTTCCACCACTA caTcoGGocAfeTc catcocaocaferc
apolLp-I1 COGGTGOCTCCGTTGAA TTTGOGTCAGATACCTCCTTGTT TrrcoecasTcTliracass TrrecocaaTcTiracasc
Ef2 TGTGCGTACAGACCGAAACL ACAGCACCGGCTTGATALG TTeGadATGGCCT TeaGCfpraoecT
Na/K GCTADCGGAGTCGCCAAAA GGGCAGAGGGAAGAAATGATAGTTT cocrocasdiTTAACA cocTocasdTasca
PGK TGATCATTGGAGETGGAATGEC GTOGAACAATGATCCTCCAATTTCC  AATACCTTAAGGAJCGTAAAT  coTTAAGGAfjGTAAAT
Chym CGAACAGCGTCGTTTGETT GGOCAATGTCATOGGGACTGA cocAaTTCATCTCCAC ceaAATTCATCRrCCAC
CYPaz GGTGTTTGGCTGRAACTGAAG GCCAGTAGATAAACCCATTCCATCA CTAGACCGAARGCTTA cracAcccANeCTTA
TSF GGAAGTTACGCAGAGTTTGATCTTG GOCCAGTACAAGGACGTGATC saccoAaccrocoeeT ceoacclrooceT
FerH CCGTOGACAAGCACTTCAAG AGGAGGATTTCTTCACCGATGTG acccAcTTACfTAGTTC acccAcTTAcfTaGTTC

Figura 06: Marcadores (SNPs) utilizados no processo de caracterizagcdo populacional segundo Paduan & Ribolla (2009) (Fonte

Spenassatto, 2011).
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5. RESULTADOS

5.1 Andlise de Variancia Molecular (AMOVA)

A AMOVA realizada nas populacdes de Ae. aegypti provenientes do
municipio do Rio de Janeiro retratou maior percentual de variagdo dentro das
populacdes (Fst), perfazendo valores superiores a 93%. Comparativamente,
dezembro apresentou menor valor de Fst=0,0541 (P<0,01) em relagéo a margo
Fst=0,0660 (P<0,01) (Tabela 03)

Para as analises entre os grupos (Fct) os valores ndo foram
significativos (P>0,05) para ambas as coletas, assim como na analise entre as
populacdes dentro dos grupos (Fsc) para a coleta de marco (Tabela 03).

Pela andlise de variacdo molecular das populacbes amostradas no
Estado com o municipio do Rio de Janeiro, verifica-se que em ambas as
coletas (marco e dezembro) a porcentagem de variacdo € maior dentro das
populacdes analisadas, respectivamente, 92,85% e 87,79%. Além disso, os
valores de Fst s&o baixos, indicando diferenciacdo moderada para marcgo (Fst =
0,07155) e para dezembro (Fst= 0,12208). Para as analises entre 0s grupos,
em ambas as coletas os valores foram n&o significativos (P>0,05) (Tabela 04).

N&o foi possivel analisar as populacdes do estado do Rio de Janeiro
sem o municipio do Rio de Janeiro, visto que para as analises de AMOVA se
fazem necessérios agrupamentos com mais de uma populagdo nos grupos, e
para o estado do Rio de Janeiro cada grupo contava com apenas uma

populacdo (Barra Mansa, Nova Iguacu e Trés Rio0s).
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Tabela 03: Andlise de variancia molecular de SNPs nas populacdes de Aedes aegytpi amostradas nos meses de marco e

dezembro de 2003, municipio* do Rio de Janeiro, Brasil.

Fonte de variagao Soma dos Quadrados Componentes de Variancia Variacdo (%) indice de P
Fixacéo

Marco

Entre os Grupos? 15,417 0,11830 6,71555 Fct:0,06716 >0,05

Entre as popula¢6es dentro dos gruposb 3,132 -0,00204 -0,11559 Fsc:-0,00124 >0,05

Dentro das populagdes® 216,348 1,64525 93,40004 Fst:0,06600 <0,01

Dezembro

Entre os Grupos® 7,357 -0,01894 -0,99074 Fct:-0,00991 >0,05

Entre as populacées dentro dos grupos® 18,712 0,12216 6,39176 Fsc:0,06329 <0,01

Dentro das populagdes® 283,077 1,80804 94,59897 Fst: 0,05401 <0,01

*Populagdes agrupadas conforme regifes Norte, Sul, Leste e Oeste, de acordo com a tabela 02.

% : Regibes geograficas do municipio do Rio de Janeiro

®: bairros do municipio do Rio de Janeiro de cada regido geogréfica

¢ cada individuo da amostra total
Fcr: Correlacdo entre as populacdes dos grupos em relacdo a amostra total.
Fsc: Correlagéo entre as populagfes dentro dos grupos em relacdo as regides
Fst: Correlagéo entre os individuos das populacdes em relagéo a toda a amostra.
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Tabela 04: Analise de variancia molecular de SNPs nas populacfes de Aedes aegytpi amostradas nos meses de marco e
dezembro de 2003, estado * do Rio de Janeiro, Brasil.

Fonte de variagao Soma dos Componentes de Variagdo indice de P
Quadrados Variancia (%) Fixacao

Marcgo

Entre os Grupos® 25,870 0,02512 1,63 Fct: 0,01633 >0,05

Entre as populacées dentro dos grupos”® 17,042 0,08493 5,52 Fsc:0,05613 <0,01

Dentro das populagdes® 388,458 1,42816 92,85 Fst: 0,07155 <0,01

Dezembro

Entre os Grupos® 24,889 0,12027 6,62 Fct: 0,06623 >0,05

Entre as populacées dentro dos grupos”® 23,995 0,10143 5,59 Fsc: 0,05981 <0,01

Dentro das populagdes® 357,116 1,59427 87,79 Fst: 0,12208 <0,01

*Considerando o estado com o municipio do Rio de Janeiro.

. municipios do estado do Rio de Janeiro

®: municipios do estado do Rio de Janeiro e bairros da cidade do Rio de Janeiro

¢ cada individuo da amostra total

Fcr: Correlacdo entre as populacdes dos grupos em relacdo a amostra total.

Fsc: Correlagéo entre as populagfes dentro dos grupos em relacdo as regides
Fst: Correlagéo entre os individuos das populacdes em relacédo a toda a amostra.
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5.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg e frequéncias alélicas

Em amostras de Ae. aegypti coletados em margo no municipio do Rio de
Janeiro foram observados desvios significativos do equilibrio de Hardy-
Weinberg associados ao déficit de heterozigotos: Pilares (EF2; Fis=0,6901);
Cocota (EF2; Fis= 0,6901); Rocha Miranda (MUC; Fis= 0,6508) e (FERR; Fis
= 0,0312) (P<0,05) (Tabela 05).

Ja na coleta de dezembro, desvios significativos do equilibrio de Hardy-
Weinberg associados a déficit de heterozigotos no locus NAK foram
observados em trés bairros: Rocha Miranda (Fis= 1); Taquara (Fis= 0,7619) e
Barra da Tijuca (Fis=0,7619). O excesso de heterozigotos foi atribuido ao
locus TSF em Pilares (Fis= -1) e Freguesia (Fis= - 0,8333) (Tabela 06).

Para as coletas realizadas no estado do Rio de Janeiro, sem considerar
o0 municipio do Rio de Janeiro nas andlises (Tabelas 07 e 08) obteve-se déficit
de heterozigotos (P<0,05) na coleta de marcgo para o locus NAK (N; Fis= 1) em
Paraiba do Sul (Tabela 03) e na coleta de dezembro no locus PGK (B; Fis=
0,6508) em Barra Mansa e em Trés Rios no locus APOL (T; Fis= 0,766) . Ainda
na coleta de dezembro o locus TSF apresentou um excesso de heterozigotos
em Nova Iguacu ( Fis= -1; p<0,05) (Tabela 08).

Quando se realizou a andlise incluindo-se o municipio do Rio de Janeiro
na analise do estado do Rio de Janeiro (Estado do Rio de Janeiro com o
municipio do Rio de Janeiro) (Tabelas 09 e 10) obtiveram-se 0s mesmos
desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg, nos mesmos loci e
populacbes daqueles obtidos quando o municipio do Rio de Janeiro foi
analisado isoladamente ou quando foi considerado somente o estado do Rio de
Janeiro.

Apés a realizacdo da correcdo de Bonferroni verificaram-se desvios
significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg para o més de dezembro nas
coletas conduzidas no municipio do Rio de Janeiro. O desvio associado ao
déficit de heterozigotos foi observado na populacdo de Rocha Miranda no locus
NAK (Fis=1,000, P=0,0022) e o excesso de heterozigotos, nas populacbes de
Pilares (PI) para o locus TSF (Fis=-1,00, P< 0,0018) (Tabela 06).
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Nas analises realizadas somente no estado do Rio de Janeiro, foi
encontrado déficit de heterozigotos no locus PGK na populacdo de Barra
Mansa (B) (Fis= 0,6508, P< 0,0432) e na populacdo de Nova Iguacu (N), um
excesso de heterozigotos no locus TSF (Fis=-1,00, p< 0,0111) (Tabela 08).
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Tabela 05: Valores de Fis e desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg observados em nove loci polimérficos em populacdes de
Aedes aegypti, marco de 2003, municipio do Rio de Janeiro, Brasil.

Amostra EF2 MUC NAK
Marco 1 3 Fis P N 1 3 Fis P N 1 4 Fis P N
PE 0.333 0.667 0.2903 05152 24 0.667 0.333 0.2903 0.5208 24 0.917 0.083 -0.0476 1 24
PI 0.5 0.5 0.6901 0.028* 24 0.75 0.25 -0.2941 0.5291 24 1 0 - 24
R 0.458 0.542 -0.1324 1 24 0.667  0.333 0.6508 0.0425* 24 0.722 0.278 0.2258 1 18
TA 0.364 0.636 -0.5385 0.188 22 0.708 0.292 0.0351 1 24 0.864 0.136 0.6429 0.1405 22
TI 0.05 0.95 -0.0000 - 20 0.8 0.2 0.4194 0.3073 20 0.688 0.312 0.7407 0.0777 16
C 0.5 0.5 0.6901 0.0256* 24 0.792  0.208 0.2826  0.4069 24 0.917 0.083 -0.0476 1 24
Amostra PGK APOL FERR
Marcgo 1 2 3 Fis P N 1 2 3 Fis P N 1 3 Fis P N
PE 0.875 0.125 0 0.6452 0.1299 24 0.542 0 0.458 0.2029 0.5956 24 0.25 0.75 0.1538 1 24
PI 0.917 0.083 0 -0.0476 1 24 0.5 0 0.5 0.0435 1 24 0.125 0.875 0.6452 0.1312 24
R 0.917 0.083 0 -0.0476 1 24 0.542 0 0.458 0.2029 0.5939 24 0.208 0.792 0.7660 0.0312* 24
TA 0.818 0.182 0 0.4286 0.2759 22 0.318 0 0.682 -0.4286 0.4814 22 0.167 0.833 -0.1579 1 24
TI 0.7 0.3 0 0.1000 1 20 0.3 0 0.7 0.1000 1 20 0.2 0.8 0.4194 0.3055 20
C 0.875 0 0.125 -0.1000 1 24 0.458 0.542 0 0.2029 0.5925 24 0.227 0.773 -0.2500 1 22

* P <0,05. 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs.
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Amostra P450 TSF CHYM Todos Loci

Marco 1 3 Fis P N 2 3 Fis P N 1 3 Fis P N Fis P
PE 0.5 0.5 -0.6071 0.0903 24 0 1 - - 24 0.542 0.458 -0.1324 1 24 0.0717 0.7047
PI 0.542 0.458 0.2029 0.5932 24 0.042 0.958 0 - 24 0.417 0.583 0.0149 1 24 0.1821 0.4854
R 0.591 0.409 0.1071 1 22 0.273 0.727 -0.3333 0.5066 22 0.333 0.667 0.2903 0.5207 24 0.2041 0.5260
TA 0.458 0.542 0.5286 0.1038 24 0.091 0.909 -0.0526 1 22 0.625 0.375 0.1538 1 24 0.0563 0.6039
TI 0.9 0.1 -0.0588 1 20 0.05 0.95 -0.0000 - 20 0.5 0.5 0.2500 0.5640 20 0.2723 0.6870
C 0.5 0.5 0.3714 0.2803 24 0.167 0.833 0.4359 0.2565 24 0.5 05 -0.6418 0.0808 24 0.1335 0.3071

* P <0,05. 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs.
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Tabela 06: Valores de Fis e desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg observados em nove loci polimérficos nas populacdes de
Aedes aegypti, dezembro de 2003, municipio do Rio de Janeiro, Brasil.

Amostra EF2 MUC NAK

Dezembro 1 3 Fis P N 1 3 Fis P N 1 4 Fis P N
PI 0.208 0.792 0.2826 0.4066 24 0.292 0.708 -0.3750 0.4866 24 0.833 0.167 -0.1429 1 18
R 0.417 0583 -0.3333 05494 24 0.545 0.455 -0.0526 1 22 0.727 0.273 1,000 0.0022* 22
TA 0.292 0.708  0.4310 0.1976 24 0583 0.417 0.3529 0.2907 24 0.773 0.227 0.7619 0.0384 22
C 0.333 0.667 0.2903 05188 24 0.375 0.625  0.1538 1 24 0.85 0.15 -0.125 1 20
F 0.208 0.792 0.2826 0.4046 24 0.208 0.792 -0.2222 1 24 0.583 0.417 -0.3333 0.5484 24
JA 0.227  0.773 -0.25 1 22 0.4 0.6 0.2 1 20 0.955 0.045 0 - 22
BA 0.292 0708  -0.375 0.4867 24 0417 0583 0.3529 0292 24 0.773 0.227 0.7619 0.0364 22

Amostra  PGK APOL FERR

Dezembro 3 2 3 Fis P N 1 2 3 Fis P N 1 3 Fis P N
P 0.833 0.167 0  -0.1579 1 24 0.5 0 0.5  -0.6418 0.0796 24 0.208 0.792 -0.2222 1 24
R 0875 0 0.125 -0.1000 1 24 0.667 0.333 0 -0.0820 1 24 0.125 0.875 -0.1000 1 24
TA 0917 0 0.083 -0.0476 1 24 0.458 0.542 -0.0149 -0.1324 1 24 0.125 0.875 -0.1 1 24
C 0.917 0083 0  -0.0476 1 24 0417 O 0.583  0.0149 1 24 0.167 0.833 0.4359 0.2537 24
F 0.875 0.125 0  0.6452 0.1338 24 0417 O 0.583  0.0149 1 24 025 075 0.1538 1 24
JA 0.818 0.182 0  -0.1765 1 22 0636 0 0.364 -0.1321 1 22 0.05 0.95 0 - 20
BA 0.833 0.167 0  0.4359 0.2542 24 0458 0 0.542 0.2029 0.5958 24 0.167 0.833 -0.1579 1 24

* P valor <0,05; Negrito= P significativo apds correcdo de Bonferroni. 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs.
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Amostra P450 TSF CHYM Todos loci

Dezembro 1 3 Fis P N 2 3 Fis P N 1 3 Fis P N Fis P
PI 0.542 0.458 -0.1324 1 24 05 0.5 -1 0.0018* 24 0.5 05 -0.6418 0.0782 24 -0.3925 0.0989
R 0.542 0.458 -0.1324 1 24 0.125 0.875 -0.1000 1 24 0292 0.708 0.4310 0.1974 24 0.0643 0.5445
TA 0.375 0.625 0.1538 1 24 0.042 0.958 0 - 24 0.417 0.583 0.3529 0.2906 24 0.2417 0.5462
C 0.375 0.625 05  0.2092 24 0.625 0.375 -0.5714 0.0938 24 0.458 0.542 -0.4776 0.2400 24 0.0132 0.6775
F 05 05 -0.2941 05620 24 0542 0.458 -0.8333 0.0148* 24 0.167 0.833 0.4359 0.2549 24 -0.1000 0.3705
JA 05 05 -0.1489 1 20 0.5 05 -0.6071 0.0915 22 0.364 0.636 -0.1321 1 22 -0.2283 0.9886
BA 0.542 0.458 -0.1324 1 24 0.583 0.417 -0.3333 0547 24 0.417 0.583 0.0149 1 24 0.0642  0.6268

* P <0,05; Negrito: P valor significativo apds correcéo de Bonferroni. 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs.



Tabela 07: Valores de F;s e desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg observados em nove loci polimoérficos nas populacdes de
Aedes aegypti, marco de 2003, Estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Amostra EF2 MUC NAK

Marco 1 3 Fis P N 1 3 Fis N 1 4 Fis P N
B 0.35 0.65 0.5  0.2178 20 0.95 0.05 0 20 0.818 0.182 -0.1765 1 22
D2 0.208 0.792  -0.2222 1 24 0.792 0.208 -0.2222 24 0.833 0.167 -0.1579 1 24
DC 0.273  0.727  0.1304 1 22 0.708 0.292  -0.375 0.4872 24 1 0 - - 22
N 0.375 0.625  0.1538 1 24 0.792 0.208 0.2826 0.4051 24 0.917 0.083 1 0.0447* 24
PA 0.5 0.5 0.3714 0.2803 24 0.792 0.208 0.2826 0.4029 24 0.833 0.167 0.4359 0.2545 24
T 0.25 0.75 0.1538 1 24 0.364 0.636 0.2593 0.5366 22 0.917 0.083 -0.0476 1 24
Amostra PGK APOL FERR

Margo 1 2 3 Fis P N 1 2 3 Fis P N 1 3 Fis P N
B 0636 0 0.364 -0.1321 1 22 0.417 0583 0  0.0149 1 24 0.045 0.955 0 22
D2 0875 0 0125 -0.1 1 24 0417 0583 0  0.3529 0.2885 24 0.083 0.917 -0.0476 1 24
DC 0792 0 0.208 -0.2222 1 24 0458 0542 0 -0.1324 1 24 0.167 0.833 -0.1579 1 24
N 0917 0 0.083 -0.0476 1 24 0542 0458 0  0.2029 05929 24 0.042 0.958 0 - 24
PA~ 0917 0 0.083 -0.0476 1 24 0542 0.458 0  0.2029 0.5941 24 0 1 - - 24
T 0.958 0.042 0 0 - 24 0.5 0 0.5 -0.2941 0.5620 24 0.208 0.792 0.2826 0.4051 24

* P <0,05. 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs.
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Amostra P450 TSF CHYM Todos loci

Marco 1 3 Fis P N 2 3 Fis P N 1 3 Fis P N Fis P
B 0.682 0.318 -0.4286 0.4815 22 0.182 0.818 -0.1765 1 22 0.636 0.364 0.2593 0.5402 22 -0.1377 0.9726
D2 0.708 0.292 0.431 0.1932 24 0.05 0.95 0 20 0.5 0.5 0.3714 0.2822 24 0.1166 0.9393
DC  0.667 0.333 0.2903 0.5193 24 0.083 0.917 -0.0476 1 24 0.667 0.333 -0.082 1 24 -0.0682 1
N 0.625 0375 05 0.2040 24 0.125 0.875 -0.1 1 24 0.542 0.458 0.5286 0.1038 24 0.3125 0.4000
PA 0.636 0.364 0.2593 0.5364 22 0 1 - - 22 0.375 0.625 0.1538 1 24 0.2555 0.8035
T 0.542 0.458 0.5286 0.1005 24 0.167 0.833 0.4359 0.2547 24 0.458 0.542 0.2029 0.5937 24 0.1915 0.7033

* P <0,05. 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs.
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Tabela 08: Valores de Fis e desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg observados em nove loci polimorficos nas populacdes de
Aedes aegypti, dezembro de 2003, estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Amostra EF2 MUC NAK
Dezembro 1 3 Fis P N 1 3 Fis P N 1 4 Fis P N
B 0.5 0.5 0.3714 02767 24 0.583 0.417 -0.6923 0.0638 24 0.5 0.5 -0.6071 0.0928 22
N 0.4 0.6 -0.6364 0.1717 20 0.15 0.85 -0.125 1 20 1 0 - - 18
T 0.667 0.333  -0.082 1 24 0.667 0.333  0.2903 0.5208 24 0.818 0.182 0.4286 0.2779 22
Amostra PGK APOL FERR
Dezembro 2 Fis P N 1 2 3 Fis P N 1 3 Fis P N
B 0.667 0.333 0.6508 0.0432* 24 0.75 0 0.25 -0.2941 0532 24 0.208 0.792 -0.2222 1 24
N 085 015 -0.125 1 20 0.65 0 0.35 0.3864 0.4807 20 0.05 0.95 0 - 20
T 1 0 - - 24 0.208 0.792 0 0.766 0.0312* 24 0.333 0.667 -0.082 1 24
Amostra P450 TSF CHYM Todos Loci
Dezembro 4 3 Fis P N 2 3 Fis P N 1 3 Fis P N Fs P
B 0.625 0.375 -0.5714 0.0915 24 0.278 0.722 -0.3333 1 18 0.5 05 -0.6418 0.0782 24 -0.2527 0.0351
N 0.722 0.278 075 0.0593 18 0.5 0.5 -1 0.0111* 18 0.2 0.8 0.2 1 20 -0.1451 0.1420
T 05 05 -0.2941 05634 24 0.125 0.875 0.6452 0.1314 24 0.667 0.333 0.2903 0.5207 24 0.1823 0.3658

* P <0,05; Negrito: P valor significativo apés correcao de Bonferroni; 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs.
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Tabela 09: Valores de Fis e desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg observados em nove loci polimorficos nas populacdes de

Aedes aegypti, marco de 2003, estado e municipio do Rio de Janeiro, Brasil.

Amostra EF2 MUC NAK

Marcgo 1 3 Fis P N 1 3 Fis P N 1 4 Fis P N
B 0.35 0.65 05 02178 20 095  0.05 0 - 20 0.818 0.182 -0.1765 1 22
D2 0208 0.792 -0.2222 1 24 0.792 0.208 -0.2222 1 24 0.833 0.167 -0.1579 1 24
DC 0273 0727  0.1304 1 22 0.708 0.292  -0.375 0.4872 24 1 0 - - 22
N 0.375 0.625  0.1538 1 24 0.792 0.208 02826 0.4051 24 0.917 0.083 1 0.0447+ 24
PA 0.5 0.5 0.3714 0.2803 24 0.792 0.208 02826 0.4029 24 0.833 0.167 04359 0.2545 24
T 0.25 0.75  0.1538 1 24 0.364 0.636 0.2593 05366 22 0.917 0.083 -0.0476 1 24
PE 0.333 0.667 02903 05177 24 0.667 0.333  0.2003 0.5155 24 0.917 0.083 -0.0476 1 24
Pl 0.5 0.5 0.6901 0.0251* 24 075 025 -02941 0531 24 1 0 - - 24

R 0.458 0542 -0.1324 1 24 0.667 0.333  0.6508 0.0436* 24 0.722 0278 0.2258 1 18
TA 0.364 0.636 -0.5385 0.1916 22 0.708 0.292  0.0351 1 24 0.864 0.136 0.6429 0.1459 22
Tl 0.05 0.95 0 - 20 0.8 0.2 0.4194 0.3083 20 0.688 0.312 0.7407 0.0753 16
C 0.5 0.5 0.6901 0.0263* 24 0.792 0.208 02826 0.4025 24 0.917 0.083 -0.0476 1 24

* P <0,05; 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs.
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Amostra PGK APOL FERR

Margo 1 2 3  Fs P N 1 2 3 Fis P N 1 3 Fis P N
B 0636 0 0.364 -0.1321 1 22 0417 0583 0  0.0149 1 24 0.045 0.955 0 - 22
D2 0875 0 0125 -01 1 24 0417 0583 0  0.3529 0.2885 24 0.083 0.917 -0.0476 1 24
DC 0792 0 0208 -0.2222 1 24 0458 0542 0 -0.1324 1 24 0.167 0.833 -0.1579 1 24
N 0917 0 0.083 -0.0476 1 24 0542 0458 0  0.2029 0.5929 24 0.042 0.958 0 - 24
PA~ 0917 0 0.083 -0.0476 1 24 0542 0458 0  0.2029 0.5941 24 0 1 - - 24
T 0.958 0.042 0 0 - 24 0.5 0 0.5 -0.2941 0562 24 0.208 0.792 0.2826 0.4051 24
PE 0875 0125 0  0.6452 0.1302 24 0542 0 0.458 0.2029 0.5923 24 0.25 0.75 0.1538 1 24
Pl 0.917 0083 0  -0.0476 1 24 0.5 0 0.5 0.0435 1 24 0.125 0.875 0.6452 0.1348 24
R 0.917 0083 0  -0.0476 1 24 0542 0 0458 0.2029 0.5929 24 0.208 0.792 0.766  0.0314* 24
TA 0818 0182 0 04286 0.2795 22 0318 0 0.682 -0.4286 0.4838 22 0.167 0.833 -0.1579 1 24
Tl 07 03 0 0.1 1 20 0.3 0 0.7 0.1 1 20 0.2 0.8 0.4194 0.3074 20
C 0875 0 0.125 -0.1 1 24 0458 0.542 0  0.2029 0.5923 24 0.277 0.773 -0.25 1 22

* P <0,05; 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs.
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Amostra P450 TSF CHYM Todos loci

Margo 1 3 Fis P N 2 3 Fis P N 1 3 Fis P N Fis P
B 0.682 0.318 -0.4286 0.4815 22 0.182 0.818 -0.1765 1 22 0.636 0.364 0.2593 0.5402 22 -0.1377 0.9726
D2 0.708 0.292 0.431 0.1932 24 0.05 0.95 0 - 20 0.5 0.5 0.3714 0.2822 24 0.1166 0.9393
DC  0.667 0.333 0.2903 0.5193 24 0.083 0.917 -0.0476 1 24 0.667 0.333 -0.082 1 24 -0.0682 1
N 0.625 0.375 0.5 0.204 24 0.125 0.875 -0.1 1 24 0.542 0.458 0.5286 0.1038 24 0.3125 0.4000
PA 0.636 0.364 0.2593 0.5364 22 0 1 - - 22 0.375 0.625 0.1538 1 24 0.2555 0.8035
T 0.542 0.458 0.5286 0.1005 24 0.167 0.833 0.4359 0.2547 24 0.458 0.542 0.2029 0.5937 24 0.1915 0.7033
PE 0.5 0.5 -0.6071 0.0905 22 0 1 - - 24 0.542 0.458 -0.1324 1 24 0.0717 0.7038
P 0.542 0.458 0.2029 0.5933 24 0.042 0.958 0 - 24 0.417 0.583 0.0149 1 24 0.1821 0.4734
R 0.591 0.409 0.1071 1 22 0.273 0.727 -0.3333 0.5074 22 0.333 0.667 0.2903 0.519 24 0.2041 0.5300
TA 0.458 0.592 0.5286 0.1027 24 0.091 0.909 -0.0526 1 22 0.625 0.375 0.1538 1 24 0.0563 0.6130
Tl 0.9 0.1 -0.0588 1 20 0.05 0.95 0 - 20 0.5 0.5 025 0564 20 0.2723 0.6837
C 0.5 0.5 0.3714 0.2837 24 0.167 0.833 0.4359 0.2555 24 0.5 0.5 -0.6418 0.0778 24 0.1335 0.3052

* P <0,05; 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs.
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Tabela 10: Valores de Fis e desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg observados em nove loci polimérficos nas populacdes de
Aedes aegypti, dezembro de 2003, estado e municipio do Rio de Janeiro, Brasil.

Amostra EF2 MUC NAK
Dezembro 1 3 Fis P N 1 3 Fis P N 1 4 Fis P N
B 0.5 0.5 0.3714 0.2767 24 0583 0.417 -0.6923 0.0638 24 0.5 05 -0.6071 0.0928 22
N 0.4 0.6 -0.6364 0.1717 20 0.15  0.85 -0.125 1 20 1 0 - - 18
T 0.667 0.333  -0.082 1 24 0.667 0.333  0.2903 0.5208 24 0.818 0.182 0.4286 0.2779 22
Pl 0.208 0.792 0.2826 0.4051 24 0292 0.708 -0.375 0.4863 24 0.833 0.167 -0.1429 1 18
R 0.417 0583 -0.3333 05452 24 0.545 0.455 -0.0526 1 22 0.727 0.273 1 0.0024* 22
TA 0292 0708 0431 01973 24 0583 0.417 0.3529 0.2827 24 0.773 0.227 0.7619 0.0396* 22
C 0.333 0.667 0.2903 05186 24 0.375 0.625  0.1538 1 24 085 0.15 -0.125 1 20
BA 0292 0.708  -0.375 0.4907 24 0.417 0583 0.3529 0.2888 24 0.773 0.227 0.7619 0.036* 22
F 0.208 0.792 0.2826 0.4051 24 0208 0.792  -0.2222 1 24 0583 0.417 -0.3333 0.5497 24
JA 0.227  0.773 -0.25 1 22 0.4 0.6 -0.2 1 20 0.955 0.045 0 - 22

* P <0,05; 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs
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Amostra PGK APOL FERR
Dezembro 1 2 3 Fis P N 1 2 3 Fis P N 1 3 Fis N
B 0.667 0.333 0 0.6508 0.0432* 24 0.75 0 0.25 -0.2941 0.532 24 0.208 0.792 -0.2222 24
N 0.85 0.15 0 -0.125 1 20 0.65 0 0.35 0.3864 0.4807 20 0.05 0.95 0 - 20
T 1 0 0 - - 24 0.208 0792 O 0.766 0.0312* 24 0.333 0.667 -0.082 1 24
P 0.833 0.167 0  -0.1579 1 24 0.5 0 0.5 0.6418 0.0732 24 0.208 0.792 -0.2222 1 24
R 0875 0 0125 -0.1 1 24 0.667 0.333 0 -0.082 1 24 0.125 0.875 -0.1 1 24
TA 0917 0 0.083 -0.0476 1 24 0.458 0.542 0 -0.1324 1 24 0.125 0.875 -0.1 1 24
C 0917 0.083 0 -0.0476 1 24 0417 0 0.583 0.0149 1 24 0.167 0.833 0.4359 0.255 24
BA 0.833 0.167 O 0.4359 0.2541 24 0458 0 0.542 0.2029 0.5963 24 0.167 0.833 -0.1579 1 24
F 0.875 0.125 0 0.6452 0.1329 24 0417 0 0.583 0.0149 1 24 0.25 0.75 0.1538 1 24
JA 0.818 0.182 0 -0.1765 1 22 0636 0 0.364 -0.1321 1 22 0.05 0.95 0 - 20
Amostra P450 TSF CHYM Todos Loci
Dezembro 3 3 Fis P N 2 3 Fis P N 1 3 Fis P N Fis P
B 0.625 0.375 -0.5714 0.0915 24 0.278 0.722 -0.3333 1 18 0.5 0.5 -0.6418 0.0782 24 -0.2527 0.0351
N 0.722 0.278 0.75 0.0593 18 0.5 0.5 -1 0.0111* 18 0.2 0.8 -0.2 1 20 -0.1451 0.1420
T 05 05 -0.2941 0.5634 24 0.125 0.875 0.6452 0.1314 24 0.667 0.333 0.2903 0.5207 24 0.1823 0.3658
Pl 0.542 0.458 -0.1324 1 24 0.5 0.5 -1 0.0021 24 0.5 0.5 -0.6418 0.0769 24 -0.3925 0.1007
R 0.542 0.458 -0.1324 1 24 0.125 0.875 -0.1 1 24 0.292 0.708 0.431 0.1969 24 0.0643 0.5569
TA 0.375 0.625 0.1538 1 24 0.042 0.958 0 - 24 0.417 0.583 0.3529 0.2894 24 0.2417 0.5459
C 0.375 0625 0.5 0.2057 24 0.625 0.375 -0.5714 0.0903 24 0.458 0.542 -0.4776 0.2382 24 0.0132 0.6696
BA 0.542 0.458 -0.1324 1 24 0.583 0.417 -0.3333 0.5468 24 0.417 0.583 0.0149 1 24 0.0642 0.6249
F 05 05 -0.2941 0.5624 24 0.542 0.458 -0.8333 0.0141* 24 0.167 0.833 0.4359 0.2552 24 -0.1000 0.3648
JA 0.5 0.5 -0.1489 1 20 0.5 0.5 -0.6071 0.0904 22 0.364 0.636 -0.1321 1 22 -0.2283 0.9883

* P <0,05; 1, 2 e 3 representam os alelos dos respectivos SNPs.
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5.3 Diferenciacao genética espacial e temporal

Em ambas as coletas as populacdes exibiram diferenciacao significativa
(P <0,05), sendo o maior valor de Fst encontrado na coleta de dezembro no
estado do Rio de Janeiro (Fst= 0,1878, P<0,005), indicativo de alta
diferenciacdo. A coleta de marco apresentou os menores valores de Fsr
(Tabela 11).

Dentre os loci avaliados, o PGK e o APOL foram os que demonstraram
fixacdo alélica, e consequentemente reducao na heterozigosidade, em todos os
periodos e coletas realizadas, com destaque para os valores de Fst do locus
APOL, onde todos séo indicativos de uma diferenciacdo moderada a muito alta.
O locus P450 apresentou fixacdo em apenas uma coleta do municipio do Rio

de Janeiro no més de margo (Tabelall).
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Tabela 11: Diferenciacéo genética de populacdes de Aedes aegypti, marco e dezembro de 2003, estado e municipio do Rio de
Janeiro, Brasil.

I:ST
Coletas Ns Nt EF2 MUC NAK PGK APOL FERR P450 TSF CHYM Todos
Marcgo
Municipio RJ 6 70 0.0617* -0.0376 0.0543* 0.0228* 0.1705* -0.0438 0.0496* 0.0656* -0.0003  0.0455*
Estado RJ 6 72 0.0070 0.1421* -0.0024 0.0792* 0.1213* 0.0347 -0.0424 0.0056 -0.0051 0.0428**

Estado RJ e municipio do 12 142 0.0310* 0.0438* 0.0204* 0.0710* 0.2244* 0.0056 0.0049  0.0287* -0.0049 0.0617**
RJ

Dezembro
Municipio RJ 7 84 -0.0160 0.0297 0.0202 -0.0022* 0.1807* -0.0145 -0.019 0.2059* 0.0147 0.0585**
Estado RJ 3 34 0.0302 0.2368* 0.2808* 0.1506* 0.4349* 0.0784 0.0100 0.1415* 0.1700* 0.1878**

Estado RJ e municipio do 10 118 0.0532* 0.0796* 0.0791* 0.0352* 0.2431* 0.0100 -0.0012 0.1888* 0.0549* 0.0945**
RJ

Fst: indice de fixacdo que mede a reducdo da heterozigosidade de uma populacdo devido a uma deriva genética aleatéria; Ns: nimero de amostras; Nt:
namero de individuos analisados; * P< 0,05, ** P altamente significativo.
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5.4 Determinacao do Valor de K

Para determinar o valor de K, utilizado nas analises de estruturacao
populacional com base em dados de genotipagem multilocus, construcdo de
clusters genéticos e estimar a fracdo do genétipo de cada individuo realizou-se
a analise segundo o método de Evanno, obtendo-se o valor de K=2 como
sendo o mais apropriado para as analises (Figura 07). Exceto pela coleta de
marco para o estado do Rio de Janeiro, cujo melhor valor de K € 9 (Figura 07
C). Os valores de K foram determinados a parir do maior valor de delta K,
conforme o método de Evanno (Tabela 12).
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Deltak = mean(|L"(K}|) / sd{L{K))

=
o
T

Deltak = mean(|L"(K}|) / sd{L{K})

Figura 07: Valores de K calculados a partir do método de Evanno pelo software
Structure Harvester. (A: municipio RJ, coleta de margo; B: municipio RJ, coleta de
dezembro; C: estado do RJ, coleta de marco; D: estado do RJ, coleta de dezembro; E:
estado e municipio do RJ, coleta de marco; F: estado e municipio do RJ, coleta de

dezembro)
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Tabela 12: Valores de K e Delta K determinados para cada populacéo

conforme o software Stucture Harvester, segundo o método de Evanno.

Valor de K Delta K

Marco

Municipio do Rio de Janeiro 2 2,815
Estado do Rio de Janeiro sem o Municipio do Rio de 9 2,209
Janeiro

Estado do Rio de Janeiro com o Municipio do Rio de 2 3,426
Janeiro

Dezembro

Municipio do Rio de Janeiro 2 2,708
Estado do Rio de Janeiro sem o Municipio do Rio de 2 2,499
Janeiro

Estado do Rio de Janeiro com o Municipio do Rio de 2 18,263
Janeiro

5.5 Estruturacao populacional

O software Structure 2.3.1 foi usado para identificar as provaveis
composicdes genéticas das populacbes de Ae. aegypti de acordo com as
localidades amostradas. A andlise Bayesiana foi realizada para avaliar niveis
de relacdo entre populacdes e a ocorréncia de fluxo génico entre elas, além de
fornecer informacdo sobre a heterogeneidade das populacbes através dos
graficos dos clusters formados em fungéo da composigcéo genética.

Para as coletas realizadas no més de marco verificou-se que a
composicdo genética para as populacdes do municipio do Rio de Janeiro ndo
apresentou clara predominéancia de clusters, exceto pelo bairro de Cocota
(Figura 08) onde o cluster verde parece ser mais representativo. Ja para o
estado do Rio de Janeiro ndo houve predominancia de nenhum dos 9 clusters
definidos conforme a analise prévia do método de Evanno (Figura 09). Ainda
em relacédo a estas populacdes o segundo maior valor de Delta K foi referente

ao K=2 (AK= 1,752), indicando apenas duas composi¢des genéticas. E para
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esta situacdo assim como para nove composicdes genéticas nao ha
predominio de nenhum dos clusters genéticos (Figura 10).

J& quando se analisa o estado e o municipio do Rio de Janeiro, verifica-
se uma modificacdo da tendéncia das populacdes dos estado (B, D2, DC, N,
PA e T). Para estas populacdes que antes ndo apresentavam predominio de
cluster genético, se observa o0 predominio da composicdo genética
representada pela cor vermelha, exceto para a populacdo de Trés Rios (T),
onde o cluster predominante é o verde (Figurall). Ainda, para o municipio do
Rio de Janeiro que ndo apresentava predominancia de cluster agora tem o
cluster verde como sendo predominante e, o bairro de Cocota, que na analise
do municipio do Rio de Janeiro apresentava uma leve predominancia do cluster
verde (Figura 08) agora tem predominancia do cluster vermelho, aproximando-
se mais das populacdes das demais localidades do estado do Rio de Janeiro
(Figura 11).

Para as coletas realizadas no més de dezembro no municipio do Rio de
Janeiro ha um predominio do cluster vermelho exceto nos bairros de Rocha
Miranda (R) e Taquara (TA) (Figura 12). Na analise do estado do Rio de
Janeiro ha predominio quase que total do cluster vermelho nas popula¢cfes de
Barra Mansa (B) e de Nova Iguacu (N), ao passo que em Trés Rios o cluster
verde é predominante (Figura 13). Para a analise incluindo o municipio do Rio
de Janeiro no estado do Rio de Janeiro, constata-se a mesma inversao
observada na coleta de marco. Populagdes onde predominava o cluster verde
passa a ter predominancia do cluster vermelho e vice-versa, onde predominava
o cluster vermelho, passou a predominar o cluster verde (Figura 14).

Partindo das aparentes variagdes evidenciadas com base nas
composi¢des genéticas de cada individuo em relagdo aos clusters, procedeu-
se a observacdo da heterogeneidade populacional através dos clusters
formados em fung¢@o da composicdo genética indicando haver uma tendéncia
de agrupamento entre as populagoes.

Todas as andlises das coletas tanto de marco quanto de dezembro
apresentam uma distribuicdo agrupada indicando uma menor heterogeneidade
populacional (Figuras 15 — 21). Uma excecdo ocorre na coleta de dezembro,
analisada no estado do Rio de Janeiro, onde verifica-se uma separacdo bem
evidente da populacdo de Trés Rios (T) em relagdo as populagbes de Barra
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Mansa (B) e Nova Iguacu (N), separacdo essa que evidencia-se também na

composicao dos clusters (Figura 13).
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Figura 08. Resultado da andlise Bayesiana do municipio do Rio de Janeiro da
coleta de marco (considerando frequéncias alélicas correlacionadas). Cada um
dos individuos incluidos na analise e representado por uma linha vertical,
dividida em duas cores. Cada uma das cores indica um cluster baseado em
semelhancas genotipicas, e representam a probabilidade do individuo
pertencer a um dos clusters.
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Figura 09. Resultado da analise Bayesiana do estado do Rio de Janeiro sem o
municipio do Rio de Janeiro da coleta de margo (considerando frequéncias
alélicas correlacionadas). Cada um dos individuos incluidos na analise e
representado por uma linha vertical, dividida em até cores. Cada uma das
cores indica um cluster baseado em semelhancas genotipicas, e representam a
probabilidade do individuo pertencer a um dos clusters.
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Figura 10. Resultado da analise Bayesiana do estado do Rio de Janeiro sem o
municipio do Rio de Janeiro da coleta de marco (considerando frequéncias
alélicas correlacionadas). Cada um dos individuos incluidos na andlise e
representado por uma linha vertical, dividida em duas cores. Cada uma das
cores indica um cluster baseado em semelhancas genotipicas, e representam a
probabilidade do individuo pertencer a um dos clusters.
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Figura 11. Resultado da analise Bayesiana do estado e municipio do Rio de
Janeiro, coleta de marco (considerando frequéncias alélicas correlacionadas).
Cada um dos individuos incluidos na andlise e representado por uma linha
vertical, dividida em duas cores. Cada uma das cores indica um cluster
baseado em semelhancas genotipicas, e representam a probabilidade do
individuo pertencer a um dos clusters.
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Figura 12. Resultado da analise Bayesiana do municipio do Rio de Janeiro,
coleta de dezembro (considerando frequéncias alélicas correlacionadas). Cada
um dos individuos incluidos na analise e representado por uma linha vertical,
dividida em duas cores. Cada uma das cores indica um cluster baseado em
semelhancas genotipicas, e representam a probabilidade do individuo
pertencer a um dos clusters.
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Figura 13. Resultado da analise Bayesiana do estado do Rio de Janeiro, coleta
de dezembro (considerando frequéncias alélicas correlacionadas). Cada um
dos individuos incluidos na analise e representado por uma linha vertical,
dividida em duas cores. Cada uma das cores indica um cluster baseado em
semelhancas genotipicas, e representam a probabilidade do individuo
pertencer a um dos clusters
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Figura 14. Resultado da analise Bayesiana do estado e municipio do Rio de
Janeiro, coleta de dezembro (considerando frequéncias alélicas
correlacionadas). Cada um dos individuos incluidos na analise e representado
por uma linha vertical, dividida em duas cores. Cada uma das cores indica um
cluster baseado em semelhancas genotipicas, e representam a probabilidade
do individuo pertencer a um dos clusters.
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All others

Cluster 1 Cluster 2

Figura 15: Grafico de agrupamento das populacbes do municipio do Rio de
Janeiro, coleta de marco, em funcdo das composicOes genéticas. (Cada
individuo é representado por um ponto colorido conforme a legenda de cores

da imagem).

All others

Cluster 1 Cluster 2

Figura 16: Gréfico de agrupamento das populacdes (k=2) do Estado do Rio de
Janeiro, coleta de marco, em funcdo das composi¢cdes genéticas. (Cada
individuo é representado por um ponto colorido conforme a legenda de cores

da imagem).
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All others
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Figura 17. Grafico de agrupamento das populacdes (k=9) do estado do Rio de
Janeiro, coleta de marco, em funcdo das composicbes genéticas. (Cada
individuo é representado por um ponto colorido conforme a legenda de cores
da imagem).
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Figura 18. Grafico de agrupamento das populacfes estado e municipio do Rio
de Janeiro, coleta de marco, em funcdo das composi¢cdes genéticas. (Cada
individuo é representado por um ponto colorido conforme a legenda de cores
da imagem).
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All others . P
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Figura 19. Gréfico de agrupamento das popula¢cdes do municipio do Rio de
Janeiro, coleta de dezembro, em funcdo das composi¢cdes genéticas. (Cada
individuo é representado por um ponto colorido conforme a legenda de cores

da imagem).

All others

Cluster 1 Cluster 2

Figura 20. Gréfico de agrupamento das populacfes estado do Rio de Janeiro,
coleta de dezembro, em funcdo das composi¢cdes genéticas. (Cada individuo é
representado por um ponto colorido conforme a legenda de cores da imagem).



58

All others

Cluster 1 Cluster 2

Figura 21. Grafico de agrupamento das populacfes estado e municipio do Rio
de Janeiro, coleta de dezembro, em funcéo das composi¢cdes genéticas. (Cada
individuo é representado por um ponto colorido conforme a legenda de cores

da imagem).
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6. DISCUSSAO

A andlise de polimorfismos de nucleotideos uUnicos (SNPs) em
populacées de Ae. aegypti demonstrou, pela analise de variancia molecular
(AMOVA), que as maiores porcentagens de variacdo ocorrem dentro das
populacdes analisadas. Apesar dos baixos valores de Fg, 0s mesmos foram
significativos, indicando que nessas popul¢des ocorre reduzido fluxo génico, o
que aumenta consequentemente as variacdes entre as populacdes.
Similarmente Spenassatto (2011) através da analise de 8 SNPs encontrou a
maior diversidade genética (95,63%) dentro da populacdo e uma diversidade
de 3,24% entre as populacdes do estudo.

Outros trabalhos relatam baixos valores de variabilidade genética entre
as populacdes (Urdaneta-Marquez et al. 2008, Paduan 2008) corroborando os
resultados observados no presente estudo.

Além dos SNPs, outros marcadores moleculares foram avaliados para
Ae. aegypti a fim de verificar a variabilidade e diversidade genética. Fraga e
colaboradores (2003) utilizando isoenzimas encontraram valores semelhantes
de variagédo ao deste trabalho, tendo 95,12% da variagao ocorrendo dentro das
populacoes.

Estudos realizados por Costa-Ribeiro (2006) para o gene ND4,
demonstrou porcentagem de variagdo mais elevada dentro das populacées
(46,66% para marco e 32,48% para dezembro). Entretanto, esta porcentagem
de variacao foi inferior a encontrada nesse estudo, quando se utilizou SNPs
como marcadores moleculares.

Trés de 396 amostras (0.76%) foram significativas para o desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg ap0s a correcdo de Bonferroni, todas no més de
dezembro. Uma amostra esta associada a um déficit de heterozigotos e duas
ao excesso de heterozigotos, contudo nenhuma amostra de toda a populacéo
foi significativa para um desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Costa-Ribeiro et al. (2006a), utilizando isoenzimas observaram 17
amostras relacionadas a um déficit de heterosigozidade e 8 ao excesso. E no
ano seguinte encontraram 16 casos de déficit de heterosigozidade e excesso
de heterosigozidade em trés amostras (Costa-Ribeiro et al. 2007). Trabalhando

com microssatélites, nas populacdes do Rio de Janeiro evidenciaram-se 6
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amostras com déficit de heterosigozidade, mas considerando todos os loci para
cada populacéo, todas foram significativas para um déficit de heterosigozidade
(Costa-Ribeiro et al. 2006b).

No presente trabalho o nimero dos desvios associados a um F;s foram
menores. A explicacdo para estes desvios seriam a de ocorréncia do efeito
Wahlund, onde héa a existéncia de agrupamentos populacionais com diferentes
frequéncias alélicas em uma mesma populacéo (Costa-Ribeiro et al. 2007).

A diferenciacdo genética avaliada pelo Fst foi altamente significativa em
todas as amostras e coletas realizadas nos diferentes periodos, evidenciando
um baixo nivel de migracdo entre as populacdes de Ae. aegypti, tanto do
estado do Rio de Janeiro como um todo, quanto das populacdes restritas
apenas a capital do estado. O mesmo padrdo foi encontrado em estudos
realizados na mesma localidade e periodo por Costa-Ribeiro e colaboradores
(2006a, 2006b e 2007) usando isoenzimas e microssatélites como marcadores
moleculares.

Segundo estes pesquisadores, isto pode ser devido a alta
disponibilidade de criadouros para as formas juvenis visto das falhas existentes
nos programas de controles. Com isto, ocorre uma baixa disperséo das fémeas
que acabam por ovipositar e realizar repasto sanguineo em areas proximas,
circunscrita, acarretando baixo fluxo génico diferenciacdo genética entre as
populacoes.

Hemme et al. (2010) sugerem que os valores de Fst séo relativamente
menores quando se comparam localidades, andlise espacial, do que quando se
comparam amostras coletadas em periodos diferentes, analise temporal. De
fato, ao compararmos os valores de Fst nas duas coletas, maior diferenciagao
foi observada nas populacdes de dezembro. Exceto pelas coletas conduzidas
no municipio do Rio de Janeiro, em margo os valores de Fst, foram similares
nas populagdes provenientes do estado do Rio de Janeiro e das populac¢des do
estado com o municipio do Rio de Janeiro.

Oportuno ressaltar, € que a andlise do estado do Rio de Janeiro sem o
municipio do Rio de Janeiro no més de dezembro contava apenas com trés
populacdes, fato este que pode ter contribuido para o aumento do valor de Fsr.

Pela andlise Bayesiana evidenciou-se além de uma baixa composi¢édo

genética em cada populacao, baixa heterogeneidade, independente do periodo
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de coleta e localidade. Spenassatto (2011) trabalhando com populactes
paulistas verificou a existéncia de apenas trés clusters genéticos nas
populacdes, contudo a populacdo de S&o Sebastido apresentou-se mais
dispersa, sendo um indicativo de uma maior heterogeneidade. Paupy e
colaboradores (2010) trabalhando com variabilidade genética em Ae. aegypti
no Senegal por meio de microssatélites, encontrou que o numero de clusters
genéticos é maior durante a estacdo das chuvas do que durante as estagcdo
seca. Ja para a realidade das populacdes brasileiras do estado do Rio de
Janeiro, isto ndo foi evidenciado visto que tanto no periodo das chuvas (marc¢o)
quanto no periodo das secas (dezembro) o namero de clusters genéticos
permaneceu 0 mesmo.

O Ae. aegypti apresenta seu ciclo de vida extremamente ligado aos
regimes pluviais, visto que uma maior precipitacdo leva a uma maior
disponibilidade de criadouros, o que pode contribuir para a pouca dispersao
das fémeas, resultado assim, em um baixo fluxo génico. Ja no periodo de seca
0 numero e a disponibilidade de criadouros diminui requerendo que as fémeas
aptas a ovipositar, desloquem-se mais, contribuindo para um maior fluxo
génico. Na presente pesquisa ndo foi evidenciada diferenca entre periodo de
chuva e periodo de seca. Fato similar foi observado na Asia por Huber et al.
(comunicacédo pessoal) onde os criadouros ndo variavam em funcéo do regime
de chuvas porque 0s reservatorios permanentes ou semi-permanentes com 0s
vasos de agua dentro das casas eram mantidos independentes de fatores
ambientais, o que influenciava diretamente na estrutura populacional de Ae.
aegypti daquela regido. Esses dados demonstram o quanto fatores socio-
ambientais e culturais sdo importantes para a manutencdo de Ae. aegypti e
qudo é importante estudos que analisem esses fatores caso a caso. Areas
onde os criadouros mais produtivos e permanentes sdo abundantes e bem
distribuidos no espaco, o aumento da oferta de pequenos depdésitos durante as
chuvas deve influenciar secundariamente a dispersao visando a desova.

A estrutura genética é o resultado dos eventos de migragdo, dos
processos de selecdo, de mutacdo e da deriva genética. A variabilidade
genética e o baixo fluxo génico entre populacdes refletem a descontinuidade
encontrada no ambiente natural das populacdes. Para os artropodes, esta

descontinuidade é na maioria das vezes, espacial e temporal. O fluxo génico
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apoiado sobre a capacidade de dispersédo do vetor (distancia e direcdo) € um
importante elemento a ser considerado na adogao de medidas de controle. A
estimativa de fluxo génico a partir da analise de genes neutros oferece
informacbes que refletem a dindamica das populacdes, evidenciando os
problemas ligados as variacbes da capacidade vetorial, de resisténcia aos
inseticidas e ainda da potencialidade da utilizacdo de mosquitos transgénicos

no controle do vetor (Failloux et al. 1999).
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7. CONCLUSOES

Pela andlise de variancia molecular foi observado maior percentual de
variagcdo dentro das populacdes de Ae. aegypti, no estado e no

municipio do Rio de Janeiro, e em ambas as coletas realizadas;

A diferenciacdo genética espacial e temporal avaliada pelo Fsr, foi
altamente significativa em todas as amostras e coletas realizadas,
evidenciando baixo fluxo génico, tanto no estado do Rio de Janeiro

guanto nas populacdes de Ae. aegypti do municipio;

Pela analise Bayesiana evidenciou-se baixa variabilidade genética das
populac6es avaliadas, independente do periodo de coleta e localidade.
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