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RESUMO

O Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse 1894), conhecido como tigre
asiatico é considerado uma espécie invasora em diferentes paises, no Brasil foi
detectada pela primeira vez em 1986 e hoje esta presente em grande parte do
territério nacional apresentando relevancia epidemiolégica devido a sua
capacidade de colonizar ambientes silvestres e antropicos associado ao seu
elevado potencial vetorial para transmissdo de diferentes arboviroses. Diante
da relevancia da espécie € de sua ampla distribuicdo o objetivo do estudo foi
avaliar a diversidade genética de A. albopictus, utilizando duas ferramentas:
morfometria geométrica alar e utilizacdo do DNA mitocondrial. Foram
estudadas populagdes provenientes de cinco municipios: Cianorte (PR), Foz do
Iguacu (PR), Maringa (PR), Rondonépolis (MT) e Porto Velho (RO). Foram
utilizados 149 exemplares de mosquitos, sendo 11 de Rondonépolis, 42 de
Maringa, 23 de Foz do Iguacu, 19 de Cianorte e 54 de Porto Velhos os quais
tiveram suas asas fotografadas e delimitadas 23 marcos anatébmicos. Nas
analises moleculares foi utilizado o gene mitocondrial ND5. Dos cinquenta
individuos sequenciados, foram encontrados seis hapl6tipos, onde cinco foram
detectados na area urbana de Maringa, dois em Foz do Iguacu e nas demais
localidades apenas com um haplétipo, as populacbes de Cianorte,
Rondondpolis e Porto Velho, apresentaram o mesmo haplétipo. Foi detectada
baixa variabilidade genética entre as populacbes e alta variabilidade
intrapopulacional. Com auxilio da morfometria geométrica foi possivel

discriminar as populagcdes de A. albopictus.



ABSTRACT

The Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse 1894) - also known as Asiatic
tiger - is considered an invasive species in different countries. It was detected in
Brazil for the first time in 1986 and today it is present in a large part of the
national territory, presenting epidemiologic relevance due to its ability to
colonize wild and man-made environments associated to its high potential
vector to the transmission of different arboviruses. Facing the relevance of the
species and its wide distribution, the intention of this review was to evaluate A.
albopictus’ genetic diversity, using two ways: the geometric morphometric of the
wing and utilization of mitochondrial DNA. The population from five cities have
been studied: Cianorte (PR), Foz do Iguacu (PR), Maringa (PR), Rondonopolis
(MT) and Porto Velho (RO). Have been used 149 samples of mosquitoes, which
11 were from Rondondpolis, 42 from Maring4, 23 from Foz do Iguagu, 19 from
Cianorte and 54 from Porto Velho that have had their wings photographed and
23 anatomic marks delimitated. In the molecular analysis, the gene ND5 was
used. From the 50 individuals sequenced, 6 haplotypes have been found, which
5 were detected in the urban area of Maringa, 2 in Foz do Iguacu and just one
in the other locations. The populations of Cianorte, Rondonépolis and Porto
Velho presented the same haplotype. Low genetic variability and high
intrapopulation variability was found. With the aid of geometric morphometry

was possible to discriminate A. albopictus population.
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1 INTRODUCAO

Culicidae pertence a ordem Diptera, subordem Nematocera, infraordem
Culicomorpha, e esta dividida em duas subfamilias: Anophelinae e Culicinae,
possuindo 3620 espécies e subespécies descritas, distribuidas em 175 géneros
e 145 subgéneros (HARBACH 2007, GUEDES 2012). Culicidae apresenta
elevada importancia epidemiolégica, devido ao niumero de espécies envolvidas
na veiculacdo de agentes patogénicos (NEVES 1976; FORATTINI 2002).
Dentre estas destaca-se 0 género Aedes (Meigen, 1818), que engloba
centenas de espécies.

O género Aedes relune representantes de importancia epidemiolégica e
constitui um grupo com capacidade de adaptacdo ao ambiente humano. Os
criadouros em geral séo recipientes, tanto naturais como artificiais, de carater
transitério, onde a eclosdo dos ovos, colocados fora da colecdo liquida,
depende da flutuacdo do nivel de agua. Em periodos de acumulo de
pluviosidade a densidade destes Culicidae aumenta de forma exponencial
(FORATTINI 1965, 2002; HUANG et al., 2010).

As espécies de importancia epidemioldgica estdo agrupadas em dois
subgéneros, Stegomyia, presente no Velho Mundo, particularmente na regido
Etidépica, com duas de suas espécies introduzidas em regides fora de sua
distribuicdo biogeografica original, incluindo o Brasil: Aedes (Stegomyia)
aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1895),
(FORATTINI 1965; CONSOLI e LOURENCO DE OLIVEIRA 1994) sendo uma
das espécies mais importantes do ponto de vista epidemioldgico.

As duas espécies podem existir na mesma regiao e utilizar criadouros de

caracteristicas semelhantes. Colonizam rapidamente locais onde as condi¢des
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sdo favoraveis para sua proliferacdo e, embora as fémeas ndo percorram
grandes distancias, sua disperséo € rapida dependendo da disponibilidade de
sitios para oviposicdo (FORATTINI, 2002; LOUNIBOS 2002; FANTINATTI
2007).

A aegypti desenvolveu um comportamento estritamente sinantropico e
antropofilico, com hébito predominantemente urbano (CONSOLI &
LOURENCO-DE-OLIVEIRA 1994). Ja& A. albopictus, tem o potencial de se
dispersar em diversos habitats, tanto na zona rural como na urbana
(MARQUES & FORATTINI 2001), e sua presenca nessas areas evidencia a
dispersdo do ambiente silvestre para o urbano (ALBUQUERQUE et al. 2000).

Até o momento ndo foi apresentado estudo que aponte o A. albopictus
como vetor da Dengue nas Ameéricas, entretanto seu potencial ndo pode ser
ignorado (PASSOS et al., 2003). Alguns trabalhos demonstram a competéncia
vetorial de A. albopictus para 23 arboviroses (MOORE & MITCHELL, 1997).
SERUFO et al. (1993) isolaram o virus DEN-1 a partir de larvas de A.
albopictus no Brasil. Segundo LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al. (2003)
exemplares de A. albopictus provaram estar experimentalmente suscetiveis ao
virus da dengue e febre amarela, entretanto, CASTRO et al. (2004), detectaram
alta taxa de infeccao na saliva do vetor.

Para insetos que sdo submetidos a varias pressdes de selecdo e
mudancas climaticas, as variacoes fenotipicas sao frequentemente observadas
e sao fontes de muitas questdes epidemiologicas e taxondmicas. Ha de fato um
crescente corpo de evidéncias de que a plasticidade fenotipica tem importancia
evolutiva (PIGLIUCCI 2005; DUJARDIN 2008). Numero expressivo de estudos

abordou a variabilidade genética de populacdes de culicideos. Nas analises da
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variabilidade s&o utilizados marcadores moleculares, como isoenzimas
(LARANJA et al 2003, SOUZA-POLEZZI & BICUDO 2004), RAPD (PADUAN et
al 2006), DNA mitocondrial (BOSIO et al 2005) e microssatélites (CHAMBERS
et al 2007).

Além disso, outra ferramenta que vem sendo utilizada, é a morfometria
geométrica, capaz de estimar variagdo morfométrica intra e interpopulacional,
nos culicideos, os marcos anatémicos, sdo pontos de cruzamento de nervuras
alares (DUJARDIN, 2008).

Por isso a importancia do conhecimento da estruturacdo genética e
dindmica populacional é fundamental para ampliar o conhecimento da espécie

diante do risco potencial de transmissdo de agentes etiolégicos ao homem.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a diversidade e estrutura genética de Aedes albopictus em
populacdes provenientes de cinco municipios utilizando analise do DNA

mitocondrial ND5 e morfometria geométrica alar.

2.2 Objetivos Especificos

* Analisar a estruturacdo e o grau de distancia genética de cinco
populacdes de A. albopictus utilizando o marcador molecular ND5;

* Estimar a variabilidade genética intra e interpopulacional.

* Avaliar variacdo no fendtipo dos individuos de populacdes brasileiras
utilizando descritores de forma e tamanho da asa, testando se a geometria alar

apresenta diferencas correlacionadas com estruturacdo genética.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aedes albopictus

Aedes albopictus é uma espécie de origem asiatica, cuja distribuicdo
original engloba desde o Sudeste do continente até os limites com a Cordilheira
do Himalaia (FORATTINI 2002), no Brasil, foi encontrado pela primeira vez no
estado do Rio de Janeiro, em 1986 (FORATTINI 1986) e no mesmo ano, foi
encontrado nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais (BURALI et al 1991).

A. albopictus apresenta habitos ecléticos quanto ao seu habitat, sendo
zoofilico, exofilico e silvestre, com menor grau de domiciliacdo que o Aedes
aegypti, utilizando diferentes ecotopos, naturais ou artificiais, para o
desenvolvimento dos imaturos, como internddios de bambu, buracos em
arvores, cascas de frutas em florestas ou plantacbes (FORATTINI, 1986;
GOMES; MARQUES, 1988; NATAL et al.,, 1997; SANTOS; NASCIMENTO,
1998). Também é encontrado em criadouros artificiais, produzidos pela acéo
antropica, como por exemplo: pneus, sucatas de veiculos e eletrodomésticos,
entulhos de construcdo civil e recipientes plasticos (FORATTINI et al., 1998;
CALADO & NAVARRO-SILVA, 2002).

O ciclo de oviposicdo é estritamente diurno, com tendéncia crescente
entre 13h as 16h, sendo colocados em média 60 a 65 ovos por fémea. Esta
espécie apresenta elevada facilidade para adaptar-se a temperaturas baixas,
provavelmente, pela capacidade de sintetizar elevada quantidade de lipidios
(FORATTINI, 1986, 2002; CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994;
PAUPY et al., 2009). Os ovos do A. albopictus séo fertilizados momentos antes

da postura, apos isso, inicia-se o desenvolvimento embrionario, cuja duragao
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depende diretamente da temperatura e umidade relativa (ALENCAR, 2008). A
temperatura € um fator critico em insetos, afetando diretamente o tempo do
ciclo de vida aquatica, mortalidade, e indices de desenvolvimento (AYTEKIN,
2009).

Esse mosquito possui relevancia epidemioldgica devido a sua
capacidade de colonizar ambientes silvestres e antropicos e ao seu elevado
potencial vetorial para diferentes agentes patogénicos que podem afetar o ser
humano e outros animais (FERNANDEZ & FORATTINI, 2003).

No continente asiético, o A. albopictus € o principal transmissor do virus
da dengue em epidemias ocorridas Japao, Indonésia, Seychelles, Tailandia,
Maldsia (HAWLEY 1988; MAIA 2011) e posteriormente também no Havai
(EFFLER et al., 2005) e do virus Chikungunya na Africa Central, Asia e Europa.
Este vetor pode ser considerado mais eficiente do que A. aegypti na
transmissdo de algumas variantes do virus Chikungunya (DUBRULLE et al.,
2009; VAZEILLE et al., 2011). Além disso, também € apontado como vetor de
Dirofilaria immitis Leidy, 1956 no Japdo (KONISHI, 1989) e de diversos
arbovirus como o da encefalite do tipo leste, nos EUA (MITCHELI et al., 1992).
Para o continente Americano, foi relatado em 1997 por IBANES-BERNAL et al.
0 encontro de A. albopictus infectados com o virus da dengue.

Existem ferramentas que auxiliam na compreensao da distribuicdo do
mosquito fora do continente Asiatico, como o0s estudos de genética
populacional, proposto por KAMBHAMPATI et al. (1991). E provavel que o
intenso comércio de pneus usados com ovos aderidos a sua superficie tenha
favorecido a rapida dispersdo desta espécie, especialmente na década de

1980, além do trafego intercontinental de outros produtos e as rotas variadas
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também tem sido sugeridas como mecanismo de dispersédo passiva (REITER
1998, LOUNIBOS 2002, BENTO et.al. 2007, PAUPY et al., 2009). Entre novas
regidoes ocupadas na década de 1980, o primeiro registro nas Américas de A.
albopictus foi no sul do EUA em 1985 (MOORE E MITCHELL 1997) e o Brasil
guando foi detectado pela primeira vez em 1986 (FORATTINI , 1986).

Em territério nacional, o A. albopictus pode se tornar um sério problema
de saude publica devido ao importante papel que desempenha na transmissao
de arboviroses, apresentando frequentemente uma alta susceptibilidade a
certos virus, inclusive em alguns casos superior a do A. aegypti (MITCHELL,
1995). Outra preocupacao € a possibilidade de transferéncia de focos silvestres
do virus da febre amarela para centros urbanos, pois essa espécie frequenta
ambiente urbano e rural, apresentando também potencial para

desenvolvimento do virus amarilico (ALMEIDA et al., 2006).

3.2Variabilidade

As diferentes caracteristicas biolégicas de Culicidae caracterizam o
grupo por apresentar uma dindmica evolutiva peculiar, que pode se apresentar
em curtos intervalos de tempo e, seu ciclo de vida é influenciado por condicdes
ambientais variaveis como temperatura, pluviosidade e disponibilidade de

colecdes hidricas para reproducédo (FORATTINI, 2002; MORATORI, 2009).

Os insetos terrestres sdo afetados severamente pelas oscilagbes em
relacdo a taxa de crescimento e tempo de desenvolvimento, pressdo de

selecéo de inseticidas usados para controle de vetores (HODKINSON, 2005).
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Devido a essas capacidades e por apresentarem ciclo de vida rapido e
curto, nota-se frequentemente uma acelerada evolugdo de suas populacoes,
devido a sua grande capacidade de adaptacdo (FORATTINI, 2002;
MORATORI, 2009).

A compreensdo da variacdo genética dentro e entre as populacbes é
necessario para compreender a histéria evolutiva de popula¢gées de mosquitos

e da epidemiologia da doenca (YAN et al., 1998).

3.4 DNA mitocondrial

Existem varias técnicas disponiveis para detectar poliformismos de DNA,
das quais podemos destacar: DNA mitocondrial (DNAmt), poliformismo de DNA
amplificado randomicamente  (RAPD), isoenzimas, poliformismo do
comprimento de fragmentos de restricdo (rflp), genes de RNA ribossomal
(RNAr), sequenciamento e microssatélite. Uma das vantagens da utilizacao
desses marcadores € a utilizacdo de pequena quantidade de material biol6gico
(MITCHELL-OLDS, 1995).

A utilizacdo do DNA mitocondrial tem crescido nos ultimos anos para
inferir a variabilidade genética, o fluxo génico e a histdria evolutiva de diversos
grupos de organismos, incluindo os insetos (LIMA JUNIOR & SCARPASSA,
2009; PAUPY et al., 2012). O DNA mitocondrial possui uma regido de controle
responsavel pela iniciacdo da replicacéo e transcricdo (OKIMOTO et al., 1992;
DESJARDINS & MORAIS, 1999), apresenta formato de circulo de fita dupla,

com 37 genes e tamanho aproximado de 16.569 pb, que codificam 22 RNAts, 2



18

RNArs e 13 proteinas envolvidas no transporte de elétrons e na fosforilagao
oxidativa (ROBERTIS; 2006, LANG et al., 1999; BOORE, 1999).

Além disso, o DNAmt apresenta caracteristicas proprias, como sistema
independente de replicacao, transcricdo e traducao (WALLACE, 1992), possui
também uma taxa de mutacdo até dez vezes maior que o DNA nuclear
(BEATY & MARQUARDT, 1996). De toda composi¢do genética que constituem
o DNAmt, a regido que codifica a subunidade cinco da proteina NADH
desidrogenase é uma das mais polimérficas e tem sido utilizada para estudos
evolutivos em anofelinos (BESANSKY et al., 1997; MOLINA-CRUZ et al.,
2004).

Foram realizados estudos isoenzimaticos em dezoito populacdes de A.
albopictus da Itélia, quatro popula¢des dos Estados Unidos, quatro populacdes
da Indonésia e quatro populacées do Japdo mostraram que dos dezoito loci
estudados, quinze apresentavam polimorfismo e sugeriram a existéncia de
deriva genética, além de apontar alta similaridade genética entre as populacdes
da Italia e dos Estado Unidos, reforcando a hip6tese de que a introducéo desta
espécie nestes paises 6 ocorreram de modo semelhante (URBANELLI et al.,
2000). Em vinte e dois loci isoenzimaticos de seis populacdes da Tailandia,
CHAREONVIRIYAPHA et al. (2004) observaram um fluxo génico limitado,
sugerindo uma disperséo geogréfica lenta.

Aléem disso, LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al. (2003) estudaram
populacbes de A. albopictus originarias do Brasil, dos Estados Unidos e das
llhas Caimam, onde observaram fluxo génico restrito e alta diversidade
genética entre as populagdes brasileiras e norte-americanas. Populacdes de A.

albopictus provenientes de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Pernambuco foram
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analisadas por AYRES et al. (2002) através da técnica de RAPD, onde as
populacdes dos Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro apresentavam
maior similaridade genética, além de constatarem um fluxo génico restrito entre
todas as populacgdes.

GUEDES (2006) utilizou como marcadores 0s genes mitocondriais
Citocromo oxidase 1l (COIl) e Nicotinamida adenina dinucleotideo
desidrogenase subunidade 4 (ND4) e constatou que as populacbes de A.
albopictus que estdo sob forte influéncia de deriva genética, e que as
populacdes de Minas Gerais e Rio de Janeiro sdo idénticas, pois apresentam
0s mesmos haplotipos para o ND4.

BIRUNGI e MUSTERMANN (2002) estudaram populacdes dos estados
Unidos, Brasil, Madagascar, Malasia, Indonésia e Japao utilizando o gene
mitocondrial ND5 e verificaram uma baixa variacdo genética nas populacdes e
uma alta similaridade entre as popula¢des do Brasil e dos Estados Unidos,
porém com evidéncias de possibilidade de diferentes introducdes.

Em populacdes norte-americanas de A. vexans, estudadas com o
emprego do gene ND5, foram encontrados 40 haplétipos (SZALANSKI et al.,
2006).

FONSECA et al. (2001) analisaram populacdes de A. japonicus
proveniente dos Estados Unidos e do Japdo utilizando o gene ND4 e
encontraram 15 haplétipos.

Toda essa diversidade genética nas populagfes de A. albopictus podem
implicar desde popula¢cdes com maior susceptibilidade e competéncia vetorial
para agentes patogénicos como sugere o estudo realizado por LOURENCO-

DE-OLIVEIRA et al. (2003).
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Os marcadores moleculares constituem ferramenta eficiente nos estudos
da biologia populacional e quando associado aos estudos de distribuicdo e
biologia, podem fornecer informagbes fundamentais para a definicdo de

estratégicas de controle de insetos vetores.

3.3 Morfometria Geométrica

Nos culicideos, as asas sao alongadas e, no sexo masculino, sao
ligeiramente mais estreitas que do feminino. Quanto a venacao e consequente
disposicdo das células, adota-se aqui as interpretacbes apresentada em
(FORATTINI, 1996).

A morfometria tradicional ndo permite obter informacdes significativas
sobre a forma dos organismos, uma vez que sao utilizadas apenas distancias
lineares o que impede a reconstrucdo dos organismos apds as andlises
multivariadas. JA a morfometria geométrica tem por objetivo descrever e
representar as formas sob analise, utilizando os marcos anatdmicos ou pontos
de referéncia, através de analises estatisticas para observar possiveis
mudancas morfoldégicas e variacbes biolégicas em relacdo a forma
(BOOKSTEIN, 1997; BOMFIM et al., 2008).

Morfometria geométrica consiste em um método de estudo da geometria
das formas a partir das coordenadas geograficas de marcos anatdbmicos,
obtidos através de um sistema de eixos cartesianos, onde pontos sé&o
marcados na estrutura corporal de interesse, essas coordenadas sao
posicionais sobre um plano cartesiano imaginario que delimita a estrutura
corporal e posteriormente sdo colocadas em tabelas de dados, para analisar e

comparar as variagdes morfologicas através de estudos estatisticos, tornando
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os individuos comparaveis, quanto a variacdo da forma (ROHLF; MARCUS,
1993; ADAMS et al, 2004) como essa uma ferramenta relevante para
determinar variacdo fenotipica, centra-se nessa variacdo fenotipica, a sua
parametrizacdo e sua relacdo com fatores extrinsecos (HUGOT & BAYLAC
1996; PERIAGO et al, 2008).

Em Culicidae a utilizacdo das asas em estudos morfométricos é
particularmente interessante, uma vez que das asas frequentemente
correlacionam-se com outras caracteristicas biolégicas dos mosquitos ligadas a
sua importancia em saude publica, como capacidade de voo, producao de sons
alares de corte pre-copula, e até fecundidade (BROGDON, 1994).

As analises de morfometria geométrica alar em Culicidae permitem
comparar espécies cripticas com a distancia geografica, avaliando dimorfismo
sexual alar, variacbes temporais em laboratdrio e natureza, assimetria alar,
efeitos morfolégicos em decorréncia da exposicdo ou nao a inseticidas

(JIRAKANJANAKIT et al., 2007, 2008)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Areas de Estudo

Os ovos de A. aegypti e A. albopictus foram coletados através dos
Nucleos de Entomologia das Secretarias dos Estado de Saude de Rond6nia,
Mato Grosso e Parana (Figura 1). Armadilhas foram distribuidas no interior das
residéncias em varios pontos dos municipios, seguindo o padréo da Fundacéo
Nacional de Saude. As ovitrampas contendo paletas de madeira de 2 cm de
largura por 12 cm de comprimento, foram presas em suporte plastico e
submersas em 500 ml de solucdo de feno a 10% (REITER et al. 1991),
permanecendo no campo durante cinco dias. Logo apés a retirada das paletas
do campo, estas foram encaminhadas ao Laboratério de Entomologia Médica e

Veterinaria da Universidade Federal do Parana.

Rondonopolis

Marmga
Cianorte

Foz do [zuacu

Figura 1. Localidades onde foram realizadas amostragens das populac¢des dos vetores.
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4.2 Procedimentos em laboratoério

O processo de criacdo foi realizado em condi¢cdes controladas de
temperatura (25x1°C), umidade (80+10%) e fotoperiodo (12h: 12h). Para
induzir a ecloséo, as paletas com ovos foram submersas em copos plasticos de
770 ml contendo agua desclorada e racdo para gatos triturada (Purina® Cat
Chow ®), por 48 horas. As larvas foram retiradas dos copos e colocadas em
bandejas com agua desclorada limpa. As paletas foram novamente submersas
em agua com alimento por mais 48 horas para maximizar a ecloséo das larvas.
As larvas foram transferidas para copos com tampa até a emergéncia do
adulto. Apdés a emergéncia dos adultos, foi realizada a triagem do material,
separando Aedes aegypti de Aedes albopictus, em gaiolas de criagdo e
realizando a contagem desses mosquitos (Figura 2). Os exemplares A.
albopictus foram armazenados em freezer -20°C, acondicionados em tubos de
microcentrifuga de 1,5mL em etanol absoluto.

No estagio adulto, o A. albopictus diferencia-se do A. aegypti por
apresentar principalmente um desenho de escamas branco-prateadas,
formando uma linha reta e longitudinal ao longo do escudo, enquanto este
altimo apresenta na mesma estrutura uma marcacao de escamas claras em

formato de uma lira (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).



24

Figura 2. Etapas da manutencdo das colbnias. (1) Armadilha de oviposi¢do; (2) Paletas com os ovos

enviadas ao laboratério; (3) Inducdo a eclosédo dos ovos; (4) Larvas em bandejas de plastico; (5)

Mosquitos separados por espécies em gaiolas diferentes (Aedes albopictus e Aedes aegypti,

respectivamente) e (6) Aedes albopictus separados em microtubos de 1,5mL e Aedes aegypti foi

transferido para outra gaiola para continuidade da criagao.

Foram utilizadas populagbes provenientes de cinco municipios:

Rondonépolis (Mato Grosso) apresentando 12 mosquitos,

Porto Velho

(Rondbnia) 65 mosquitos, Maringa 25 mosquitos, Foz do Iguacu 28 mosquitos

e Cianorte 19 mosquitos (Parand) (Tabela I).

Tabela I. Localizacéo, ano de coleta de Aedes aegypti e Aedes albopictus.

Municipio Estado Coordenada Ano Coleta
Foz do lguacu Parana 25° 32'49"S 54° 35' 18"W 2012
Maringa Parana 13°1'2"S 57° 4' 8"W 2012
Cianorte Parana 23°39'48 "S 52° 36' 20"W 2012
Rondondépolis Mato Grosso  16° 28' 15"S 54° 38' 08"W 2013
Porto Velho Rondonia 8°45'43"S 63° 54' 7"W 2012
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4.3 Morfometria Geométrica

Foram utilizadas 149 exemplares de mosquitos ao total, sendo 11 de
Rondonopolis, 42 de Maringa, 23 de Foz do Iguacu, 19 de Cianorte e 54 de
Porto Velho.

As asas direitas das fémeas foram retiradas com auxilio de estilete sob
estereomicroscopio Stemi SV6 Zeiss e colocadas em solugédo de Hipoclorito de
Sodio para remocgdo das escamas. Esse processo foi acompanhado até a
remocdo total das escamas em cada individuo, e apés esse procedimento, as
asas foram lavadas em solucdo de Alcool Etilico Absoluto, e montadas sob
lamina-laminula. As asas foram fotografadas, em vista dorsal, utilizando o
estereomicroscopio Zeiss Discovery V20 acoplado a camera AxioCam ERc5s

em aumento de 30x (Figura 3).
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Aedes albopictus

Remocdo da Asa

Solugdo de Hipoclorito de Sodio

Aquisi¢do da Imagem

Figura 3. Esquema dos métodos adotados para obtengdo das imagens das asas de A. albopictus

analisadas através da técnica de morfometria geométrica.
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Depois de capturadas as imagens, foi gerado um Unico arquivo de
imagens com todos os espécimes do estudo, utilizando o programa TpsUtil
(TPS Utility Program), versao 1.38 (ROHLF, 2006). Para digitalizar os marcos
anatdbmicos nas imagens, utilizou-se o Programa TpsDig32, versdo 2.05
(ROHLF, 2005). Foram escolhidos 23 marcos anatdémicos, caracterizados por
conexdes e interseccdes que fornecem informagfes acerca da conformagéo
das asas, por justaposicdo de tecidos (Figura 4). Os landmarks (Tabela II)
foram introduzidos numa mesma sequencia para cada espécime, por ser este
um requisito para estabelecer a homologia espacial das estruturas mediante
suas coordenadas, onde cada marco anatdbmico corresponde a uma
coordenada num plano cartesiano imaginario (X, y). Para andlise dos dados foi

utilizado o programa MorphoJ 1.05f (ROHLF, 2008).

Figura 4 Posicdo dos 23 marcos anatdmicos (LMs) utilizados na asa direita de fémeas de

Aedes albopictus.

Tabela II. Descricdo dos marcos anatdmicos inseridos nos pontos de convergéncia e
divergéncia das veias alares de fémeas de Aedes aegypti, seguindo a nomenclatura
morfolégica segundo Forattini (1996).

LM Localizagao

1 Base da veia costa (C)
2 Jungdo da veia umeral (h) e subcosta (Sc)
3 Base da veia radial (R)

4 Intersecc¢do da veia cubital anterior (CuA) e cubital posterior (CuP)
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Base da veia anal (A)

Apice da veia anal (A)

Intersecgdo da veia costa( C) com veia subcosta (Sc)

Apice da veia radio anterior (Ry);

Apice da veia radial (R,)

Apice da veia radial (Rs)

Ramificagdo da veia radial (Rs+ s5)

Bifurcagdo da veia media na mediana anterior (M1 + )

Bifurcacdo da veia média na mediana posterior (M3 + 4)

Apice da veia cubital anterior (CuA,)

Apice da veia cubital posterior (CuA,)

Bifurcacgdo da veia cubital (CuA) em cubital anterior (CuA,) e cubital posterior (CuA,)
Encontro da veia transversal média-cubito (m-cu) com a veia clbito anterior (CuA,)
Encontro da veia transversal radio-média (r-m) com a media (M);

Interseccdo da veia transversal radio-média (r-m) com radial (Rs+ 5)

Interseccdo da veia setor radial (Rs) com veia radio (R; + 3)

Bifurcagdo da veia média (M) em média anterior (M, + ;) e posterior(Ms + 4)

Bifurcacdo da veia radial (R, + 3) em radial dois (R,) e radial trés (Rs)

Bifurcacdo da veia cubito anterior (CuA) em cubital anterior um (CuA;) e cubital
anterior dois (CuA,)
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A analise dos componentes principais (PCA) foi realizada a partir da

matriz de variancia e covariancia das coordenadas de Procrustes, foi utilizada

para demonstrar as variacfes dos eixos em relacdo a variacdo da forma da asa

entre as populagdes, reduzindo o espago amostral aos principais componentes

(MITTEROECKER & GUNZ 2009). Foi realizada uma ANOVA de Procrustes

para evitar erros de medidas (KINGENBERG & MONTEIRO 2005) e uma

analise de variancia multivariada (MANOVA) para testar as diferencas

existentes entre as populacdo de acordo com a forma da asa (FORNEL et al.,

2010).
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Para determinar as variacbes interpopulacionais em um espago
reduzido, foi utilizada uma analise das variaveis canodnicas (CVA) (DHIVYA &
MANIMEGALAI 2013), sendo também realizada uma analise de funcédo
discriminante, para determinar o grau de alocacdo entre as diferentes
populacdes com base no formato da asa (DHIVYA & MANIMEGALAI 2013).

Para a analise de PLS (two-block partial least-squares analisys) utilizou-
se 0 banco de dados disponivel no BioClim (Wordclim — Global Climate Data),
através de 19 variaveis temperatura e precipitacdo mensal (HIJMANS et al.,
2005) (Tabela 111).

A coordenadas geogréaficas foram obtidas através da ferramenta — info
XY — do projeto Species Link — Sistema de Informacdo Distribuido para
Colecbes Biologicas: a Integracdo do Species Analyst e do SinBiota (FAPESP)
e a distancia geografica dos mapas, foi obtida através do programa DIVA-GIS
7.4.0. Sendo essa analise responsavel pela correlacdo entre os dois conjuntos
das covariagfes, forma (tamanho do centroide) e variagbes ambientais

(distancia geogréfica e clima) (KLINGENBERG et al., 2003).

Tabela lll. Variaveis climéticas utilizadas do banco de dados climaticos Wordclim (Bioclim) obtidas
através do programa DIVA-GIS 7.4.0 e sua descricéo e resolugdo temporal.

Variavel Descricao Resolucao Temporal
BIO1 Temperatura média anual Anual

BIO2 Temperatura média diurna (média mensal (T. max — T. min.) Mensal

BIO3 Isotermia (BIO2-BIO7)*100 Anual

BI04 Sazonalidade da temperatura (desvio padrédo*100) Sazonal

BIO5 Temperatura maxima do més mais quente Mensal

BIO6 Temperatura minima do més mais frio Mensal

BIO7 Média da temperatura anual (BIO5-BIO6) Anual

BIO8 Temperatura média do trimestre mais chuvoso Trimestral

BIO9 Temperatura média do trimestre mais seco Trimestral
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BIO10 Temperatura média do trimestre mais quente Trimestral
BIO11 Temperatura média do trimestre mais frio Trimestral
BIO12 Precipitagéo anual Anual
BIO13 Precipitagdo do més mais chuvoso Mensal
BIO14 Precipitacdo do més mais seco Mensal
BIO15 Sazonalidade da precipitacédo Sazonal
BIO16 Precipitag&o do trimestre mais chuvoso Trimestral
BIO17 Precipitagéo do trimestre mais seco Trimestral
BIO18 Precipitagéo do trimestre mais quente Trimestral
BIO19 Precipitag&o do trimestre mais frio Trimestral

4.4 Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA total foi utilizado o protocolo de Cheung et al.
(1993) modificado. Cada mosquito adulto foi previamente congelado a -20°C
em alcool absoluto em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, apos a retirada da
asa. Foram adicionados 160 pL de tampdao de lise (Tris HCI pH 8,0, 200 mM,
NaCl 2.0 M, EDTA pH 8.0 70 mM). Os mosquitos foram macerados em
homogeneizador. Logo apdés a maceracéo, foi adicionado 25 pL de SDS 10%
para rompimento da membrana celular.

Os tubos foram incubados em banho-maria durante 30 minutos a 60°C.
Para desproteinizacao, foram adicionados em cada tubo, 50 pL de cloroférmio
e alcool isoamilico (24:1) e, em seguida, as amostras foram centrifugadas por
15 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante (150 pL) foi transferido para um
novo tubo de 1,5 ml ja identificado e adicionado de 80 pL de acetato de aménio
(7,5 M) e 300 pL de etanol 96%. As amostras foram homogeneizadas por
inversao e mantidas a -20°C por 30 minutos para precipitacdo do DNA.

As amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 13.000 rpm.
Apbs a centrifugacéo, foi descartado o sobrenadante e o precipitado foi lavado

com 300 pL de etanol 70%. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a
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13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente, no sentido de
evitar a perda do pellet. Os tubos foram colocados na estufa a 37 °C por 30
minutos para secagem. O DNA foi ressuspenso em 30 pL de tampéo TE (10
mM Tris HCI, 1 mM EDTA pH 8.0) . A concentracdo do DNA foi quantificada em

espectrofotometro 2000 (Thermo Scientific)

4.4.1 Amplificagdo do gene mitocondrial ND5

Amostras de 20 ng de DNA foram usadas como molde para amplificar a
porcdo de 400 pb do gene mitocondrial ND5. Os iniciadores utilizados foram
(Forward (6500): 5-TCCTTAGAATAAAATCCC-3' e Reverse (7398). 5-
GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTC-3’) (IDT, Coralville, IA, USA). Em cada
experimento um controle negativo foi utilizado. A reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi feita em um volume total de 25 pL usando protocolo
padrdo, com 2 mM Mg++, 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 0.2 mM dNTPs
(AMRESCO), 12.5 pMoles de cada iniciador, 1 U Taq DNA polymerase
(SIGMA) e 1 puL de DNA molde.

As amostras foram amplificadas com os seguintes parametros: 30 ciclos
de 95°C por 20 segundos, 45°C por 20 segundos, 68°C por 1 minuto e um ciclo
de extensdo final de 68°C por 5 minutos. O resultado da amplificacdo foi
verificado através de eletroforese de uma aliquota de 2,5 uL em gel de agarose
1% em tampéao de corrida TBE (0,0 4mol/L Tris-borato e 0,001 mol/L EDTA pH
8,0). A visualizacdo das bandas de DNA amplificado coradas com brometo de
etidio (0,5 pg/mL) foi realizada em transiluminador através do programa

Quantum Capt (Figura 5).
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Figura 5. Produto de PCR de 400 pb que representa uma porcéo do gene ND5.

4.4.2 Reacao de Sequenciamento

Para o sequenciamento, os produtos de PCR foram purificados usando o
kit Qiaquik® PCR purification (QIAGEN, Hilden, Germany). A reacdo de
sequenciamento foi feita com as duas fitas de DNA usando ABI Big Dye
Chemistry (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) e as sequéncias foram
geradas em um sequenciador automatico ABI 377. A regido amplificada do

gene NDS5 correspondente aos 400 pb mitocondrial de A. albopictus.

4.4.3 Analise das sequéncias

As sequéncias consenso foram obtidas com o programa Staden
Package version 1.6-r (STADEN et al., 2001). As sequéncias foram editadas
através do programa BioEdit version 7.0 (HALL 2004), e, foram alinhadas no
ClustalWw (THOMPSON et al., 1994). As sequéncias obtidas foram comparadas
com as disponiveis no GenBank, utillizando a ferramenta tblastx para

confirmagdo do fragmento amplificado. A diversidade genética e os testes de
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neutralidade foram calculados no programa DnaSP, versdo 5.0 (LIBRADO &
ROZAS 2009). A analise de variacdo molecular (AMOVA) foi realizada através
do programa Arlequin verséao 3.5 (EXCOFFIEr et al. 2009). A estruturacédo das
populacdes foi verificada através do indice de fixacdo (FST) de Wright (1921) e
a estimativa de fluxo génico (Nm), obtidos pelo programa Arlequin versdo 3.5

(EXCOFFIER et al 2010).

4.4.4 Classificacdo dos municipios

O A. albopictus € uma espécie comum em ambientes periurbanos e
rurais, as larvas tém como habitat pequenas cole¢des de agua parada, com
pouca matéria organica em decomposicdo, localizadas em criadouros
sombreados, em recipientes artificiais como pneus ou habitats naturais como
ocos de arvores, tocos de bambu e tanques de bromélias (FORATTINI, 2002;
GOMES E MARQUES, 1988; FOSTER, 1989; GOMES et al., 1992; O'MEARA
et al., 1995; NATAL et al., 1997).

Por isso, para classificacdo dos municipios, foi utilizado o tamanho da
populacado, densidade demogréfica e da composicao do Produto Interno Bruto
(PIB), de acordo com o Estatuto da Cidade, Lei n® 10.257/01, classificando um
municipio em rural e urbano, onde o Decreto-lei 311/38, trata da divisédo
territorial do pais.

Com base no IBGE 2014 para indicar um municipio como rural, é
necessario ter uma populacao inferior a 50 mil habitantes, valor adicionado da
agropecuaria a um terco da parte do PIB municipal e densidade demografica
inferior a 80 habitantes por quildometro quadrado; municipio relativamente rural:

a populacéo precisa ser inferior a 50 mil habitantes, valor adicionado da
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agropecuéria entre uma terca parte e quinze centésimos do PIB municipal e
densidade demografica superior a 80 habitantes por quilometro quadrado; de
pequeno porte: populacdo inferior a 50 mil habitantes, valor adicionado da
agropecuaria ingerior a quinze centésimos do PIB municipal e superior a 80
habitantes por quilometro quadrado; de pequeno porte: se a populagao tiver
entre 50 mil e cem mil habitantes, ou se tiver densidade demogréfica superior a
80 habitantes por quilometro quadrado e populacdo entre 20 e 50 mil
habitantes e de grande porte: se tiver populagéo superior a cem mil habitantes.
Dessa forma poderia ser possivel agrupar as variacdes fenotipicas dos

mosquitos em decorréncia as caracteristicas do municipio (Tabela IV).

Tabela IV. Classificagdo dos municipios de acordo com IBGE, 2014

Municipio Densidade Demogréafica Porte Classificagéo
Maringa 733,14 Grande Urbana
Foz do Iguagu 414,58 Grande Urbana
Cianorte 86,19 Médio Processo de urbanizacao
Rondondpolis 47,00 Pequeno Rural

Porto Velho 12,57 Pequeno Rural
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5 RESULTADOS

5.1 Morfometria

A andlise de componentes principais gerou 42 eixos de variacdo (PCs),
indicando a variacdo amostral total. O PC1 explica 24% de toda variagdo. No
guadrante positivo as asas demonstraram-se mais afiladas, com a margem
apical posterior expandida (LM 6, 13, 14, 15), a margem apical anterior retraida
(LM 8 a0 11), e ainda um deslocamento da base (LM 1 ao 5) e o centro da asa
(LM 16 ao 20), no sentido proximal. No quadrante negativo a margem anal (LM
6) e apical anterior (LM 8 ao 11) sdo expandidas, demonstrando o apice da asa
arredondada e, um distanciamento entre o centro (LM 16 ao 20) e a base da
asa. A distancia antero-posterior também demonstrou-se maior. O PC2 explica
14% da variacdo total. No quadrante positivo o apice (LM 8 ao 12) esta
aproximado em relacdo ao centro da asa (LM 16 ao 20) e, mais expandida em
relacdo ao centro (LM 16 ao 20) para base (LM 1 ao 5). No quadrante negativo
0 apice da asa esta alongado (LM 8 ao 12) em relacdo ao centro (LM 16 ao 20)
e a base (LM 1 ao 5) retraida em relacdo ao centro da asa (LM 16 ao 20)

(Figura 6).
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Figura 6. Deformacg@es dos 23 marcos anatdmicos (LMs) evidenciadas no primeiro (PC1) e segundo

(PC2) componentes principais, escores positivo e negativo.

Todas as cinco populacbes de A. albopictus possuem diferenca no
formato alar. As populacdes de Maringa e Foz do Iguacu, estdo presentes no
mesmo agrupamento, apresentando uma asa mais expandida. As populacdes de
Cianorte, Porto Velho e Rondonopolis, estio no mesmo agrupamento,

apresentando uma asa mais afilada em relacdo ao centro, apice e base (Figura

7).
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Figura 7 . Andlise de Variaveis Candnicas utilizando a forma das asas das cinco populagfes estudadas.
As cores representam as populac¢des. (Cian- Cianorte, Fozd — Foz do Iguagu, Mnga - Maringa, Port —

Porto Velho, Rond- Rondonépolis.
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A andlise das Variagcbes Candnicas indicam as diferengcas dentro das
populacdes, determinando os eixos de variacdo, comparando populagéo por
populacdo. O CVAL explica 37% de toda variacdo. No quadrante positivo a
parte mediana superior (LM 7) sofre um estreitamento, centro (LM 18 ao 20)
esta distante em relacdo a area basal (LM 1 ao 5) e proximal em relacdo ao
apice superior, apresentando uma asa mais afilada na area central. No
guadrante negativo ocorre uma expansao na area sagital (LM 7), o centro (LM
18 ao 20) estd mais proximal a base (LM 1 ao 5) e distante do apice superior
(LM 8 a0 12). O CVA2 explica 31% de toda variagdo. No quadrante positivo a
parte central (LM 18 ao 20) distanciou-se da base (LM 1 ao 5) e aproximou-se
do apice (LM 8 ao 12). No quadrante negativo, a parte central (LM 18 ao 20)
aproximou-se da base (LM 1 ao 5) e distanciou-se do apice (LM 8 ao 11),

apresentando assim, uma asa mais expandida (Figura 8).

CV137%

CV231%

1 0 |

Figura 8. Deformagfes das LMs evidenciadas no primeiro (CV1) e segundo (CV2) eixo canénico de

variaveis, escores positivo e negativo.



37

A PLS (two-block partial least-squares analisys) gerou cinco eixos de
variacdo, sendo que o primeiro contem 89,95% (P-value <0,0100) da
covariacao total e o coeficiente geral de associacdo entre os dois blocos de
valores

variaveis de RVceeficiente= 0,0769. As varidveis que apresentam

extremos estdo ligadas a sazonalidade, precipitacdo do trimestre mais

chuvoso, precipitacdo do trimestre mais quente (Tabela V).

Tabela V. Coeficientes do PLS1. Incluindo as 19 variaveis climaticas extraidas do BioClim.

Variavel Descricdo PLS1

BIO1 Temperatura média anual 0,06085908
BIO2 Temperatura média diurna 0,03201161
BIO3 Isotermia 0,02188012
BI04 Sazonalidade da temperatura -0,39750789
BIO5 Temperatura maxima do més mais quente 0,3449653
BIO6 Temperatura minima do més mais frio 0,08396665
BIO7 Média da temperatura anual 0,00092462
BIO8 Temperatura média do trimestre mais chuvoso  0,06993567
BIO9 Temperatura média do trimestre mais seco 0,02423443
BIO10 Temperatura média do trimestre mais quente 0,08421219
BlO11 Temperatura média do trimestre mais frio -0,03374521
BIO12 Precipitagéo anual 0,14508726
BIO13 Precipitacdo do més mais chuvoso -0,44271554
BIO14 Precipitagdo do més mais seco 0,42677786
BIO15 Sazonalidade da precipitacao 0,13409652
BIO16 Precipitacdo do trimestre mais chuvoso -0,45502006
BIO17 Precipitacdo do trimestre mais seco -0,04143936
BIO18 Precipitacédo do trimestre mais quente -0,04143936
BIO19 Precipitagéo do trimestre mais frio -0,04143936
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Com base nos coeficientes obtidos, foi possivel separar as populacdes
no segundo bloco de variaveis do PLS1 (Figura 9), sendo Porto Velho e
Maringh no quadrante positivo, pelas varidveis de sazonalidade de

precipitagdo, temperatura e isotermia.

As populacdes do quadrante negativo, Rondonopolis, Cianorte e Foz do
Iguacu, estdo correlacionadas através das variaveis de sazonalidade,

temperatura e precipitacao.
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Figura 9. Primeiro eixo da analise PLS (two-block partial least-squares analisys). Correlacédo entre as
variaveis de forma (Block 1 PLS1) e variaveis abiéticas (Block 2 PLS1).
5.2 Anélise Molecular

O fragmento de ND5 continha 400 pb, entretanto, somente 326 foram

utilizados para a analise filogenética e genética de populacdes. Foram
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analisados 50 individuos, resultando em 50 sequéncias com 332 pares de base

(pD).

5.2.1 Distribuicao e frequéncia dos haplétipos

As analises revelaram a existéncia de seis haplétipos (H1, H2, H3, H4,
H5 e H6. Ao todo, foram encontrados 34 sitios varidveis (Figura 10). Os
haplétipos puderam ser distinguidos por 14 transi¢cdes (C<>T ou G<«»A) (sitios
37,38, 38, 111, 119, 219, 234, 234, 246, 273, 276, 281, 303, 330), e por 20
transversdes (A«<T ou G«C) (sitios 6, 12, 12, 30, 48, 108, 119, 120, 157, 165,
174, 201, 219, 255, 263, 272, 272, 281, 297, 312).

) Q°$
oW Sitios variaveis
(X

6 (1230 [37 |38 [39 |48 |75 |108 F11 [117 [119[120{157 1S9 [162 |165[174 201 19 (234 P46 255 1267[272 (273 | 276279 p81 [297 [303 304 (312330

H1l [A|T|A|C|C|T|T|AJA|C|G|G|T|T|A|JA[A|JA[A|T|C|C|A|T|A|C|A|JA|C|T|C|T|A|C

H2 |T(A|T|T|T|T|A{G|T|T|T|A|A|A|T|C|T|T|T|C|T|T|T|A|T|T|G|T|T|A|T|G|T|T

H3 [T|A|T|T|T|T|A|G|T|T|T[A|JA(A|T|A|T|T|T|C|T|T|T|A|T|T|G|T|T|A|T|G|T|T

H4 |T|A|T|T|T(T|(A|G|T|(A|T[A|JAJA|T|C|T|T|T|C|T|T|T|A|T|T|G|T|T|A|T|G|T|T

HS |A|T|A|C|CICITIAJAICIA|G|T|T|AIA[A|JAJA|TIC|CIA|T|A|CIAJA|C|T |C|T |A|C

H6 |T(A|T|T|T|T|A[G|T|T|T|A|A|A|A|T|T|T|T|C|T|T|T|A|T|T|G|T|T|A|T|G|T|T

Figura 10 Sitios variaveis em 6 haplétipos identificados de uma regido de 332 pb do gene mitocondrial ND5

A composicdo média de nucleotideos foi de 23,72 % para C + G e de
76,28% para A + T (Figura 11).
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Figura 11. Composicdo média dos nucleotideos.

O haplétipo H1 foi o mais frequente e encontrado em todas as
populacfes analisadas, totalizando 45 individuos (95%). Os demais hapl6tipos
apresentaram apenas a sua propria sequencia haplotipica (Tabela VI). A
populacdo de Maring4 apresentou cinco dos seis haplétipos analisados (H1,
H2, H3, H4, H5). A populacdo de Foz do Iguacu foram encontrados dois
haplétipos (H1 e H6). Cianorte, Porto Velho e Rondondpolis apresentaram

apenas o H1.

Tabela VI. Frequéncias haplotipicas nas cinco amostras de A. albopictus

Populacéo HI H2 H3 H4 H5 H6
Foz do Iguacgu 9 0 0 0 0 1
Maringa 6 1 1 1 1 0
Cianorte 10 0 0 0 0 0
Porto Velho 10 O 0 0 0 0
Rondonopolis 10 O 0 0 0 0
Total 45 1 1 1 1 1

5.2.2 Rede de haplétipos
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Uma rede de haplétipos foi gerada (Figura 12), onde o formato dos
quadrados € proporcional ao numero de individuos encontrados. Nove
diferentes tipos de grupamentos foram definidos: haplotipo 1, haplotipo 2,
haploétipo 3, haplétipo 4, haplétipo 5, haplétipo 6, presentes no estudo e
haplotipo 7, haplotipo 8 e haplétipo 9 presentes na literatura (Tabela VII). O

haplétipo 1 deve ser provavelmente o que deu origem aos demais.

HAPLOTIPOY HAPLOTIFOR HAFLOTIPOY

HAPLOTIFO4

HAFLOTIFON

HAPLOTIFOR

HAPLOTIPOS HAPLOTIFOZ HAPLOTIPOS

Figura 12. Rede de haplétipos do gene ND5 de Aedes albopictus.

Tabela VII. Distribuicao dos haplétipos encontrados para o gene ND5 deste estudo e de outras
localidades ja estudadas de A. albopictus.

Haplétipo Ocorréncia Referéncia
Bibliografica

H1 Brasil Presente Estudo

H2, H3, H4, H5 Brasil Presente Estudo

H6 Brasil Presente Estudo

H7 Brasil, Estados Unidos, Birungi et al., 2002

Africa
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H8 Africa Raharimalala ei al.,
2012
H9 Europa Falcuta et al., 2012.

5.2.3 Andlise de variancia molecular (AMOVA) e interferéncia do fluxo génico

Para verificar a variabilidade genética, foi utilizada a variancia molecular
(AMOVA). Nessa analise, as cinco populacdes foram consideradas como um
Unico grupo, ou seja, os resultados mostraram que toda a variacdo da amostra
esta concentrada dentro da populacdo (101,87%), enquanto a variagcdo entre
as popula¢cdes néo ocorreu (-1,87%) além do valor de Fst ndo ser baixo e nao
significante (P > 0,05), com 1000 permutacdes, indicando forte estruturacéo

nas populagdes (Tabela ViIIiI).

Tabela VIII Andlise da variancia molecular, considerando os grupos das popula¢fes de Aedes albopictus.

Tipo de Variacao Graus de Liberdade Variac&o (%) Indice de Fixag&o Fst
Entre as populacdes 4 -1,87
Dentro das 0.29717
B 45 101,87
populacdes
Total 49 100

A diferenciagdo genética e fluxo génico mostraram valores de Fst baixos,

inclusive as comparacdes par-a-par entre as populacdes, os valores de Fst ndo
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foram significativos, sendo assim, n&o foi necessério aplicar a corre¢do de

Bonferroni (RICE, 1989).

Para verificar se existe correlacdo entre as distancias genéticas e
geograficas, foi realizado o teste de Mantel (Figura 13). O valor obtido foi
negativo e ndo significante (P = -40.7385, r = -0.6299), indicando a n&o

correlacdo entre as duas variaveis.

0.16 1
0.12 4

0.08 1>+
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Figura 13. Relac&o entre distancia genética e a distancia geografica estabelecida pelo teste de

Mantel.

As relacdes genéticas foram estimadas pelo método de Neighbor-Joing
(Figura 14). Com base no dendograma obtido, foi possivel observar os dois
agrupamentos. O primeiro agrupamento reuniu os haplotipos H1 (Presente em
todas as populagcbes) e H5 (populagdo de Maringd) e no segundo

agrupamento, reuniu os haplotipos H2, H3, H4 (presentes na populacdo de



Maringa) e H6 (Foz do Iguacu). Como grupo externo foram utilizadas as

populacdes de Aedes vexans e Aedes aegypti.
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Figura 14. Arvore de Neighbor-joining (NJ) dos haplétipos de A. albopictus usando o modelo de distancia

genética do parametro-2 de Kimura.

5.2.4 Diversidade genética e teste de neutralidade

A diversidade haplotipica (H) mais elevada foi encontrada na area

urbana de Maringa (Tabela IX).

O teste D de Tajima indicou uma baixa frequéncia polimérfica para as

Regibes de Maringa e Foz do Iguacu, indicando que as populacdes estdo em

processo de expansao, ja para as populacdes de Rondonépolis, Porto Velho e

Cianorte, indicou a populacdo com alta frequéncia de polimorfismo, indicando

uma populacdo em decréscimo ou uma selec¢éo balanceada.

Tabela IX Diversidade genética e testes de neutralidade calculados das cinco populagfes de Aedes albopictus

~ Teste D de Teste FS
Populacao NH S K H m Tajima de Fu
L 0.000+ 0.000000 =+
Rondonépolis 1 0 0.05924 0.000 0.00000 0.00000 0.00000
. 0.000 £ 0.000000 =+
Cianorte 1 0 0.05924 0.000 0.00000 0.00000 0.00000
0.5333+ 0.021486 + 4.91085

Maringa 5 34 0.05924 0.1801 0.012457 -1.96182
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0.3556 + 0.001071 +

Porto Velho 2 1 0.05924 0.1591 0.001278 0.01499 0.41670
Fozdolguagu 2 33  0.05924 %.21c5)21¢ 0(')001191868031 200323  9.02364

5.2.5 Classificagdo dos municipios

Os municipios foram classificados em urbano, processo de urbanizacdo
e rural de acordo com a densidade demografica dos municipios, nisso existe
uma associacdo em relacdo as variacdes fenotipicas encontradas.

As popoula¢gbes de Maringa e Foz do Iguagu que foram classificadas
como municipios de porte grande e rurais, apresentam o primeiro agrupamento
de asas e haplotipos diferentes dentro da populacao.

As populacbes de Cianorte, Rondonopolis e Porto Velho, foram
classificadas como municipios em processo de urbanizacdo com porte médio e
rurais e porte pequeno respectivamente, correspondendo ao segundo
agrupamento onde s6 apareceu um haplétipo dentro da populacéo.

Apesar de existir uma distancia geografica entre os agrupamentos das
populacdes, nao justificaria a semelhanca entre elas, por isso existe a
necessidade de um estudo sobre a origem de entrada dos mosquitos nas

determinadas regides geograficas.
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6 DISCUSSAO

A Secretaria de Estado de Saude prioriza coleta de ovos de Aedes spp.
em localidades que apresentem registros de casos de dengue ou presenca dos
vetores. Ao analizarmos a classificagdo dos municipios, percebemos que
Maringa e Foz do lguagu apresentam maior taxa de urbanizacdo em relacéo a

Cianorte, Rondondpolis e Porto Velho, segundo a classificacdo do IBGE.

O Aedes albopictus € considerado uma das espécies invasoras mais
importantes do mundo (BENEDICT et al., 2007, MEDLOCK et al. 2012), apesar
de ndo ser considerado vetor natural de arbovirus no Brasil ou em qualquer
pais da América, existe a necessidade de conhecer a variabilidade dessa

espécie de mosquito no sentido de orientar as medidas preventivas de controle.

A introducéo do A. albopictus no Brasil é recente (FORATTINI 1986), e
pode ser que ele esteja passando por um processo de mudancas fenotipica e
genética de acordo com o ambiente, principalmente pela exposicdo aos efeitos
das acdes de controle direcionadas ao A. aegypti e outras pragas,
apresentando maiores mudancas morfolégicas e moleculares nas regidoes

aonde existe maior aplicacao de inseticida.

MAIA (2009) observou dois haplotipos para A. albopictus em cinco
bairros da cidade de Manaus. O primeiro haplétipo mostrou-se mais frequente
em relagdo ao segundo haplétipo. Sugerindo a recém-entrada do mosquito e

diferentes meios de introducdo dos mosquitos no Estado.

NASCI (2014), descreveu a recente circulacdo do virus no chikungunya

Caribe. VEJA-RUA et al (2014) descreveram a alta competéncia vetorial de
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populacdes de A. albopictus do Brasil e de outros nove paises da América para

transmitir dois genétipos CHIKV.

LOUNIBOS et al. (2003) constataram diferencas na diapausa em
populacdes de A. albopictus provenientes de localidades de clima tropical e
temperado, sugerindo uma evolu¢cdo assimétrica do mosquito a diferentes
condicdes ambientais, existindo a possibilidade de diversos meios de
introducdo nas diferentes regifes biogeogréficas, existindo a possibilidade de
apresentarem o fendtipo semelhante, mesmo estando geograficamente

distantes.

Na morfometria geométrica foram denominados dois agrupamentos. O
primeiro compreende os municipios de Porto Velho, Rondondpolis e Cianorte e
o segundo com Maringa e Foz do Iguacu. Existe uma grande distancia
geografica entre localidades do primeiro agrupamento. As caracteristicas de
organizacdo dos municipios analisados que apresentam areas rurais proximas

a nucleos residenciais podem favorecer a presenca de A. albopictus.

Na andlise molecular entre os cinco municipios estudados, haplétipo 1
foi detectado em todas as populacbes, ou seja, sendo o provavel ancestral,
apresentando 100% de presenca em Rondondpolis, Porto Velho e Cianorte. Os
outros haplotipos ficaram restritos a Maringa, onde foi detectado elevada

diversidade haplotipica, e a Foz do Iguagu, com dois haplotipos.

No teste AMOVA, foi encontrado uma variagdo maior dentro da
populacéo e ndo entre as populacdes. Esse fato pode ser devido consequéncia
da intensa utilizacdo de inseticidas para o controle de A. aegypti em Maringa e

Foz do Iguagu afetando indiretamente a populacéo de A. albopictus, com isso,
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proporcionando condi¢cdes para modificacdes genéticas que refletem em maior
escala no decorrer das geracoes. Isso explica a grande variagdo haplotipica
dentro da populacdo de Maringa, possivelmente em decorréncia das acdes de
controle do vetor diante da necessidade de reducdo do numero de casos de
dengue que foi elevado nos anos de 2012 em vista que existe uma grande

incidéncia de controle de mosquito na regiao.

A diversidade genética de uma espécie podera facilitar o surgimento de
populacdes resistentes a inseticidas e a entomopatdgenos utilizados no
controle populacional de mosquitos (COLEMAN et al., 2002), além de
identificar uma maior capacidade de dispersdo e reproducao, resultando em
populacbes mais adaptadas que outras, além das interacBes entre vetor,
hospedeiro e parasita (REISEN et al., 1997; LAPOINT et al., 2005).

Desse modo, existe uma correlacdo entre o fator genético e a

variabilidade morfolégica dos mosquitos.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho € o primeiro associando morfometria geométrica alar e
utilizacdo do gene ND5 envolvendo as populacdes de A. albopictus de
Maringa, Foz do lguacu, Cianorte, Rondondpolis e Porto Velho, além da

utilizacdo do mesmo mosquito para as duas analises.

Foram encontrados seis hapl6tipos, dentro das cinco populacdes
estudadas. O hapl6tipo 1 foi mais frequente e esteve presente em todas
as populacdes. A distancia geografica ndo influenciou a diversidade

haplotipica, as popula¢cdes ndo estdo estruturadas geneticamente.

Na populacdo de Maringa foi detectada a maior variagdo com cinco
haplotipos diferentes, provavelmente devido a pressdo de selecdo dos

produtos quimicos, usados para controle de A. aegypti e outras pragas.

As populacdes de Maringa e Foz do Iguacu, estdo presentes no mesmo
agrupamento, apresentando uma asa mais expandida. As populacdes
de Cianorte, Porto Velho e Rondonopolis, estdo no mesmo
agrupamento, apresentando uma asa mais afilada em relagéo ao centro,
apice e base. Em relacdo ao marcador utilizado, obtivemos os dois
agrupamentos: Cianorte, Porto Velho e Rondonopolis com apenas o
haplétipo 1 e Maringa e Foz do Iguacu, aléem do haplétipo 1, apresentou

haplotipos exclusivos.

As deformacdes encontradas nas asas das diferentes populagdes de A.
albopictus estédo distribuidas desde a base ao apice até as margens

posteriores, indicando a variagdo no formato da asa.
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Essas deformagdes dividem-se em um encurtamento entre a base e a
regido mediana e a expansao do apice, e o alongamento entre a base e

0 centro e a retragéo do apice.

Maringé apresentou cinco dos seis haplétipos analisados (H1, H2, H3,
H4, H5). Foz do Iguacu foi encontrado dois hapl6tipos (H1 e H6).
Cianorte, Porto Velho e Rondondépolis apresentaram apenas o H1.

Foi visto que existiu uma baixa variabilidade entre as populacdes e uma

alta variabilidade intrapopulacional.
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