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CICLOS DE VIDAS COMPARADOS E VARIABILIDADE GENETICA DE Aedes
aegypti (DIPTERA: CULICIDAE) DO SEMI-ARIDO PARAIBANO.

Resumo
A eficiéncia de um programa de controle do Aedes aegypti depende do conhecimento sobre as
variacdes biologicas e genéticas que ocorrem entre as suas populacdes. A presente pesquisa
teve por objetivo comparar os padrfes dos ciclos de vida e variabilidade genética entre
populacbes de A. aegypti coletadas em diferentes regibes do semi-arido paraibano. Os ciclos
de vida foram estudados a temperatura ambiente de 26 + 2° C, umidade relativa de 60 + 10%
e fotofase de 12 horas. Diariamente avaliou-se o periodo de desenvolvimento e a viabilidade
das fases de ovo, larva e pupa, razdo sexual e longevidade, fecundidade e comprimento de
asas dos adultos. Além destas variaveis foi realizada, uma analise de agrupamento (“Cluster
analyses”), utilizando-se uma matriz de distancia euclidiana através do método da media ndo-
ponderada. A analise da estrutura génica das populacdes foi realizada através das Extracdes
de DNAs totais e analise por RAPD-PCR. As duracdes das fases de ovo, larva e pupa,
variaram de 3,79 a 4,79 dias, 9,15 a 10,89 dias e de 2,18 a 2,59 dias, respectivamente. A
longevidade dos adultos de A. aegypti apresentou uma variagédo de 37,82 a 58,29 dias para 0s
machos e 40,03 a 73,07 dias para as fémeas. As populacdes de A. aegypti de Serra Branca e
Cuité apresentam maior similaridade, em relacdo aos agrupamentos formados. Os indices de
variabilidade genética apresentaram maior diversidade na populacdo de Barra de Santana (P =
93,33 %; H, = 0,373) e 0 menor na populacdo de Cuité (P = 60,00%; H, = 0,171). Em funcéo
dos resultados verificou-se que hd um padrdo diferenciado de desenvolvimento entre as
populacdes de A. aegypti procedentes de diferentes municipios do semi-arido paraibano. Os
indices de diversidade genética heterozigosidade H, e polimorfismos sugerem elevada
variagdo genética intrapopulacional e baixa variabilidade interpopulacional. Tal fato pode
indicar constantes migracdes de vetores para essas localidades com elevado nimero de

individuos.

Palavras-Chave: Biologia populacional, dengue, vetor, variacbes genéticas, ciclo de vida.



COMPARED LIFE CYCLES AND GENETIC VARIABILITY OF Aedes aegypti
(DIPTERA: CULICIDAE) IN PARAIBA SEMI-ARID.

Abstract
The efficiency of a program to control Aedes aegypti depends on the knowledge about the
biological and genetic variations that occur between their populations. The present study
addressed to compare the life cycles patterns and genetic variability among populations of
A. aegypti collected in different regions of Paraiba semi-arid. Life cycles were studied at
environmental temperature (26 + 2°C, relative humidity of 60 + 10% and photophase of 12
hours), the period of development and viability of egg phases, larva and pupa, sex
ratio, longevity, fecundity and size of adults were evaluated daily. Beyond these variables
grouping analysis (Cluster Analysis), using a matrix of Euclidean distance by the method of
unweighted average was used. The Analysis of gene structure of populations was carried out
by total DNA extractions and RAPD-PCR analysis. Phase’s durations of egg, larva and pupa
varied from 3.79 to 4.79 days, 9.15 to 10.89 days and 2.18 to 2.59 days, respectively. Adults’
longevity of A. aegypti means variation from 37.82 to 58.29 days for males and from 40.03 to
73.07 days for females. Populations of A. aegypti from Serra Branca and Cuité cities
presented major similarity in relation to the formed groupings. Genetic variability indexes
showed highest diversity in Barra de Santana population (P = 93.33%, H, = 0.373), however,
it was lowest in Cuité population (P = 60.00%, H, = 0.171). According to the results it was
verified that there is a distinct pattern of development among populations of A. aegypti from
different municipalities of Paraiba semi-arid. Genetic diversity heterozygosity H, and
polymorphisms indexes suggest a high intrapopulation genetic variation and low
interpopulation variability. Such fact may indicate constant migration of the vectors to these

locations with high number of individuals.

Keywords: Population biology, dengue, vector, genetic variation, life cycle.
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1.0 INTRODUCAO

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) é um mosquito de origem
africana, provavelmente da regido da Etiopia, considerado um importante vetor do virus que
causa a dengue nas Américas e da febre amarela na América Central e no Sul e no Oeste da
Africa. (CHOOCHOTE et al., 2004; FANTINATTI et al., 2007). A espécie foi introduzida no
Brasil durante o periodo colonial, provavelmente durante o trafico negreiro, por via maritima
(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

Este inseto é caracterizado como um mosquito cosmopolita, com ocorréncia nas areas
tropicais e subtropicais do globo terrestre. H4& uma concentracdo deste mosquito nas vilas e
cidades, onde ha um maior contingente populacional, onde as condi¢cbes ambientais e sociais
contribuem para o estabelecimento de suas populacdes, embora também possa ser encontrado
distante dos aglomerados urbanos (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; NATAL, 2002).

A dengue é um problema de salde publica mundial que tem preocupado as
autoridades em saude dos paises tropicas, por serem estes 0s mais atingidos em decorréncia de
suas caracteristicas ambientais que favorecem a sua propagacao. A busca de relacdes entre
fatores ambientais e a propagacdo da dengue tem sido investigada com o intuito de
estabelecer mecanismos de controle e prevencdo de epidemias. Estudos recentes avaliaram a
relacdo entre a ecologia, fatores socioecondémicos, dindmicas socias e a incidéncia da dengue.
(QUINTERO et al., 2009; RIBEIRO et al., 2006).

Desde a década de 90 se utilizam as mais sofisticadas técnicas para melhor
compreender a bioecologia dos mosquitos que tém papel na veiculacdo de arboviroses, como
a técnica de marcadores moleculares que permite a caracterizacdo da variabilidade genética,
sendo uma grande ferramenta para estudos de genética de populagdes, biologia evolutiva,
taxonomia e biologia da conservacdo, permitindo a analise da diversidade e diferenciacdo
genética das populacbes naturais (OOSTERHOUT et al., 2004). O estudo da variabilidade
genética em populagdes de culicideos atraves de marcadores moleculares tem sido utilizado
com o objetivo de entender a dindmica populacional destes vetores.

A eficiéncia de um programa de controle de A. aegypti depende do conhecimento dos
aspectos genéticos e bioldgicos, pois populacfes de A. aegypti de distintas regibes geogréaficas
podem diferir quanto a importantes caracteristicas bioldgicas, e essas diferencas séo
fundamentais nas orientacGes das agdes de controle do vetor (SOUZA-SANTQOS, 1999),

como constatado por Beserra et al. (2006), que verificaram variagdes no ciclo de vida de
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populacbes de A. aegypti, atribuindo-as as adaptacGes as condi¢Bes climéticas das suas
regides de origem.

Estudos relacionados aos padrdes genéticos e de desenvolvimento de populagdes de
A. aegypti sdo relevantes para a compreensao de aspectos biologicos e ecoldgicos desse vetor,
pois pode proporcionar dados que auxiliem os métodos atuais de monitoramento e controle da
espécie.

O conhecimento sobre os padrdes de dispersdo e diversidade genética de insetos é
fundamental para a elaboracdo de programas de controle do A. aegypti. Atualmente, existem
varias técnicas disponiveis para detectar polimorfismos de DNA, podendo-se destacar: DNA
mitocondrial (DNAmt), Polimorfismo do DNA Amplificado Randomicamente (RAPD),
Isoenzimas, Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP), genes de
RNA ribossomal (RNAr), seqiienciamento e Microssatélite. Entre as vantagens propostas por
estes marcadores moleculares, se destacam a necessidade de pequena quantidade de material
bioldgico, facilidade de realizacdo e automacao em grande escala (MITCHELL-OLDS, 1995).

Os marcadores de DNA, especialmente 0 RAPD tém desempenhado um papel
importante na andlise da diversidade genética de populacGes de A. aegypti, permitindo
distinguir a presenca de espécies alopatricas e simpétricas (LANZARO et al., 1990), a origem
geogréfica de populacdes (POWELL et al., 1980), o nimero de familias presentes em sitios de
oviposicdo de mosquitos (APOSTOL et al., 1993) e correlacionar susceptibilidade a infeccao
por patdgenos com diferencas genéticas em populacdes geograficas (FAILLOUX et al.,
1995). A técnica de PCR-RAPD nédo necessita do conhecimento prévio do gendtipo do
organismo a ser estudado e possibilita um maior nimero de marcadores possiveis de serem
mapeados, além de permitir de maneira rapida a identificacdo o grau de similaridade entre os
gendtipos (inter e intraespecificos) (WILLIAMS et al., 1990).

Portanto, os marcadores moleculares constituem uma ferramenta eficiente nos estudos
de biologia populacional e quando associado aos estudos de biologia do desenvolvimento,
fornecem informacgdes fundamentais para a definicdo das estratégias de controle de insetos

vetores.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral: Comparar os padrfes de ciclos de vida e variabilidade genética entre

populacdes de A. aegypti coletadas em diferentes regifes do semi-arido paraibano.

2.2 Objetivos Especificos:

| - Comparar o ciclo de vida das populacbes de A. aegypti coletadas em diferentes municipios
do semi-arido paraibano;

Il - Quantificar a variabilidade genética nas populacdes de A. aegypti, através dos indices de
heterozigosidade e polimorfismo;

I11-Estimar as distancias génicas existentes entre as diferentes populacGes de A. aegypti;
IV-Estimar o grau de diferenciacdo genética e caracterizar a estrutura genética entre as

populacOes de A. aegypti em diferentes niveis hierarquicos.
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3.0 ESTADO DA ARTE
3.1 Caracteristica Etimoldgica e Geografica da Caatinga

A etimologia da palavra caatinga é proveniente do tupi e sua formacdo lexical
significa KAA (floresta, mata) e — TINGA (um sufixo que significa “branco”, “claro”)
(AMANCIO ALVES, 2007), mencéo ao aspecto da vegetacdo durante a estacao seca, quando
a maioria das arvores perde as folhas e os troncos esbranquicados e brilhantes dominam a
paisagem (PRADO, 2003).

Em relac&o as vérias defini¢des existentes, a caatinga abrange um mosaico de arbustos
espinhosos e florestas sazonalmente secas que cobre grande parte dos estados do Piaui, Ceara,
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e a parte nordeste de
Minas Gerais, no vale do Jequitinhonha. Estendendo-se por cerca de 735.000 km? a 800.000
km? (CASTELLETTI et al., 2003; LEAL et al., 2005; PRADO, 2003).

Este bioma compreende cerca de 70% da regido Nordeste e 11% do territorio nacional
Bucher (1982)" apud Castelletti et al. (2003), apresentando caracteristicas fisicas e bioldgicas
Unicas no Nordeste brasileiro, consistindo de formagfes aridas e semi-aridas heterogéneas
rodeadas por formacdes mésicos-fitogeograficos, possuindo limite critico da Caatinga. Segue
aproximadamente a isoieta de 1000 mm, na qual extende-se a pouco mais de 3°-16° de
latitude Sul e de 35°-45° longitude Oeste (MARES et al., 1985; PRADO, 2003). No caso
particular do Estado da Paraiba, 92% de toda sua area esta inserida neste Bioma (IBGE,
2004).

3.2 Caracteristicas Fisicas do bioma Caatinga

O principal e mais marcante componente fisico do bioma Caatinga € seu clima, onde,
segundo a classificacdo de Koppen, é do tipo semi-arido BSh (ANDRADE-LIMA, 1981). O
tipo climéatico é Bsh - semi-arido quente, estando inserido na area mais seca do Estado com
precipitacGes médias anuais muito baixas (média de 500 mm), e uma estacdo seca que pode
atingir onze meses (EMEPA, 2008). Temperaturas médias anuais muito elevadas é outra
caracteristica acentuada (REIS, 1976), com valores entre 26 a 28°C (NIMER, 1972).

! BUCHER, E.H. 1982. Chaco and caatinga — South American arid savannas, woodlands and thickets. Pp. 48-79
in: B. J. Huntey & B. H. Walther (eds.) Ecology of tropical savanas. Springer-Verlag, New York.
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Entretanto, todas as areas superiores a 250 m de altitude possuem temperaturas médias mais
baixas (20 — 22°C) (PRADO, 2003).

De acordo com Arruda (1997), a regido Nordeste se caracteriza por apresentar altas
temperaturas e ser a regido mais seca do pais. A sua variabilidade espacial e temporal de
precipitagdo sdo elevadas, o que € caracteristico de climas semi-aridos. Os indices, de um ano
para outro, possuem desvio de até 200%. A andlise climatoldgica indica que a semi-aridez é
provocada por mecanismos da circulacdo geral da atmosfera, conhecida como circulagcdo de
HADLEY-WALKER. A interacdo das celulas de HADLEY e WALKER estabelece a
variabilidade e a intensidade de aridez (SILVA, 1980).

Esse clima possui precipitagdo anual de baixa a moderada, variando de 300 mm na
maioria das regides aridas até mais de 1600 mm nas regifes de platdé elevado os quais
recebem chuvas orogréficas (MARES et al., 1985). Cerca de 50% da area recebe menos de
750 mm, enquanto certas regides localizadas tém menos de 500 mm, tais como o raso da
Catarina, juntamente com uma grande area central dos Estados de Pernambuco e Paraiba
(PRADO, 2003). O semi-arido nordestino apresenta uma longa estacdo seca, onde as chuvas
sdo caracterizadas como torrenciais e irregulares, havendo periodos de extrema deficiéncia
hidrica, denominados de seca, que tém ocorrido com freqiiéncia irregular a cada 10 - 20 anos
(RODAL et al., 1992).

Este cenario possui condicGes ideais para a infestacdo do Aedes aegypti no Brasil e,
em particular na Regido Nordeste, sendo este alvo de grande preocupacédo no passado devido
aos episodios de febre amarela urbana ((SUPERINTENDENCIA DE CAMPANHAS DE
SAUDE PUBLICA, 1988). Esse inseto prefere a umidade, sendo mais comum no litoral e ao
longo dos cursos d'agua, mas isso ndo implica a sua inexisténcia em lugares aridos. E o que se
verificou com a distribuicdo rural em grandes areas semi-aridas do Nordeste brasileiro e
paraibano (PESSOA & MARTINS, 1978).

3.3 Histdrico e estado atual da Dengue

Segundo Andries (2008), o primeiro relato da doenca semelhante & Dengue foi
registrado numa enciclopédia chinesa da dinastia Chin (265 a 420 anos AEC). Foi
denominada pelos chineses de veneno da agua, pois acreditavam que de alguma maneira
estava associada a insetos aquaticos.

H4 divergéncia entre os autores em relacdo a primeira epidemia de dengue no mundo.

Alguns autores acreditam que os primeiros relatos sobre a dengue ocorreram na llha de Java
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em 1779 e, posteriormente, em 1780, nos Estados Unidos. Outros autores acreditam que a
primeira epidemia da doenga aconteceu em 1784 no continente europeu e, outros, preferem
acreditar que o primeiro registro de casos aconteceu em Cuba, em 1782 (SILVA et al., 2008).

A Dengue é uma doenca que possui ampla distribuicdo nos paises tropicais e
subtropicais, onde as condigdes do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a
proliferacdo do Aedes aegypti, principal vetor (BARRERA et al., 2000; FORATTINI, 2002;
McCONNELL & GUBLER, 2003).

Durante o século XIX, os surtos da dengue eram comuns em cidades portuarias do
Caribe e nas Américas do Norte, Central e do Sul. (HALSTEAD, 2006). No Brasil, 0s
principais casos da dengue foram registrados em meados do século XIX, entretanto, 0s
primeiros relatos na literatura datam de 1916 e de 1923 (SANTOS et al., 2002; TEXEIRA et
al., 1999). Apenas no inicio da segunda metade do Século XX foi observada soropositividade
para o dengue na Amazonia, mas a primeira epidemia sé viria a ser registrada em 1982, em
Boa Vista (RR), produzida pelo virus VDEN-1 e VDEN-4 (SANTOS et al., 2002).

Entre 1986 e 1990, as epidemias da dengue se restringiram aos estados das Regides
Sudeste (Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais) e Nordeste (Pernambuco, Alagoas, Ceara
e Bahia) (FUNASA, 1999). A partir de 1990, observou-se uma ampliacdo das areas de
transmissdo com aumento da circulagdo do VDEN-1 e introducdo do VDEN-2, neste mesmo
ano, também no Rio de Janeiro, agravou a situacdo da doenca no Estado. (NOGUEIRA et al.,
1990).

Segundo Cémara et al. (2007) a ocorréncia da dengue depende de condi¢bes
ecoldgicas e socio-ambientais que propiciam a dispersdo do vetor. Tanto a forma classica
como a hemorragica da dengue é causada por virus da familia Flaviviridae, género Flavivirus.
Apenas sdo conhecidos 4 sorotipos de virus da dengue (VDEN-1,VDEN-2,VDEN-3 e VDEN-
4) (SCANDAR et al.,2003). A transmissdo do virus envolve a ingestdo de sangue virémico
pelo mosquito e a passagem para um hospedeiro secundario humano susceptivel (MONATH,
1994).

Atualmente, a dengue tem causado preocupagdo por ser um problema de satde publica
do Brasil e do Mundo (FIGUEIREDO, 1998; RIBEIRO et al., 2006). Em 2002, O sorotipo
VDEN-3 provocou uma grande epidemia, inicialmente no Rio de Janeiro e mais tarde em todo
0 pais (CUNHA et al., 2008).

No ano de 2008 foram notificados cerca de 900 mil casos da dengue nas Américas,
dos quais, aproximadamente, 25 mil eram do tipo hemorragica. Mais de 736 mil casos da

doenca foram provenientes do continente Sul-americano (PAHO, 2008).
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A regido Nordeste apresentou o maior numero de casos de dengue notificados com
48,3% do total, seguido pelas regides Sudeste com 37,2%, Centro-Oeste com 7,6%, Norte
com 5,7% e Sul com 1,2%. Juntas, as regides Nordeste e Sudeste concorreram para 85,5% dos
casos notificados de dengue, sendo as séries historicas do estudo de cada regido brasileira
obtidas da Fundagdo Nacional de Saude (FUNASA), compreendendo o periodo de 1986 a
2003 (CAMARA et al., 2007).

Entre os meses de Janeiro a agosto de 2009, a Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude (SVS/ MS) registrou 406.883 casos suspeitos de dengue e 1.514 casos
confirmados de Febre Hemorrégica da Dengue (FHD). A Regido Nordeste registrou 136.713
casos suspeitos de dengue, sendo o Estado da Bahia com o maior nimero de casos suspeitos
da doenca na regido com 101.676. No Estado da Paraiba foram notificados 884 casos (6,46

%), com menor indice da regido Nordeste (SVS, 2009).

3.4 Aspectos bioecoldgicos de Aedes aegypti

O principal vetor do virus da dengue é o mosquito A. aegypti, (L.) (BARRERA et al.,
2000; MCCONNELL & GUBLER, 2003). O A. aegypti acompanhou o homem em sua
permanente migracdo pelo mundo, e permaneceu onde as alteracdes antrépicas favoreceram a
sua proliferacéo.

Este vetor tem conseguido explorar o ambiente antrdpico, que fornece condicdes
adequadas para sobrevivéncia dos adultos e enormes variedades de habitats para os estadios
imaturos, favorecendo o aumento da densidade e a dispersdo ativa e passiva do vetor
(FORATTINI, 2002). A eficiéncia de dispersdo deste culicideo ocorre pela sua capacidade de
realizar diapausa na fase de ovo quando em condi¢des ambientais adversas.

O ciclo de vida desse inseto compreende quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva
(com quatro estadios), pupa e adulto (LOZOVEI, 2001). As formas imaturas se desenvolvem
em &gua doce, parada e com pouca matéria organica, embora tenha sido verificado também
em ambientes poluidos (CLEMENTS, 1999 apud FORATTINI & BRITO, 2003). As fémeas
adultas possuem habitos diurnos com pico das atividades hematofagicas e postura durante os
periodos matutino e vespertino (FORATTINI, 2002).

Os ovos de A. aegypti medem aproximadamente 1,0 mm de comprimento, tem forma
alongada e séo brancos inicialmente, tornando-se negro brilhante com o desenvolvimento
embrionario (AGRELO, 1996). As larvas sdo exclusivamente aquaticas, sendo este periodo de

alimentacdo e crescimento. O estagio larval do género Aedes é facilmente diferenciado de
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outros géneros por se manterem verticalmente na superficie da dgua e nadarem com um
movimento caracteristico de serpenteio, alimenta-se de particulas em suspensdo na dgua e tem
duracdo de quatro a oito dias (ALDAMA & GARCIA, 2001; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994;
FORATTINI, 2002)). A fase pupal é a que intermedeia a fase larval e a adulta, semelhantes as
larvas, as pupas sdo aquaticas, mas ndo se alimentam. (AGRELO, 1996; ALDAMA &
GARCIA, 2001).

O adulto de A. aegypti apresenta sobre o mesonoto faixas longitudinais de escamas
branco-prateadas em fundo escuro formando figura semelhante a uma lira. Os articulos tarsais
das pernas posteriores possuem anéis claros e escuros, sendo o ultimo inteiramente branco, 0s
tergitos abdominais estdo recobertos de escamas escuras, porém a fase ventral dos Ultimos
segmentos possui manchas de escamas brancas presentes também nas extremidades laterais
dos segmentos anteriores (ALDAMA & GARCIA, 2001;CARRERA, 1991;FORATTINI,
2002).

Os adultos de A. aegypti realizam o repasto agucarado, entretanto, apenas as fémeas
fazem o repasto sanglineo, o qual é realizado com o objetivo de proporcionar o
desenvolvimento ovariano, sendo a copula importante fator estimulante para o inicio da
atividade hematofagica (PAIXAO, 2007). Barata et al.(2001) revelaram a preferéncia de A.
aegypti por humanos como fonte de alimentacdo em 87,9% das fémeas observadas.

A oviposicdo ocorre frequentemente no ciclo diurno, no qual é bimodal, com um pico
matutino das 6:00 as 8:00 horas e outro, vespertino das 16:00 as 18:00 horas (FORATTINI,
2002). Em pesquisa realizada por Gomes et al. (2006) foi obsevada maior taxa de oviposicdo
em laboratério durante o periodo de escotofase, ao entardecer, 72 horas ap0s a realizacdo do
repasto sangliineo. Em campo, a periodicidade de oviposicdo foi entre a 9% e a 10% hora da
fotofase e entre a 12 e a 22 hora da escotofase.

As posturas, embora possam ser realizadas diretamente na agua, sdo geralmente feitas
nas paredes umidas dos recipientes, pouco acima da superficie liquida (FORATTINI, 2002).
Em ambiente natural apresentam como potenciais criadouros qualquer lugar que possa
acumular &gua como ocos de arvores, buracos em rochas e bromélias. Em ambiente doméstico
os criadouros podem ser recipientes artificiais como pneus, latas, caixas-d’agua e lagos
artificiais (DONALISIO & GLASSER, 2002; FORATTINI, 2002; LOZOVEI, 2001). Sabe-se
que a fémea produz em média 120 ovos, porém o numero de ovos por postura depende da
guantidade de sangue ingerido durante o repasto sanglineo (FORATTINI, 2002), que sdo
depositados em mais de um criadouro, comportamento denominado oviposi¢cdo aos saltos
(skip oviposition) (MOGI & MOKRY, 1980 apud FORATTINI, 2002).
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Segundo Marzochi (1994) as alteragdes climéaticas e 0s movimentos migratérios dos
seres humanos fornecem condigOes ideais para o desenvolvimento do mosquito, para a
circulacdo do virus em diversas areas e para o0 desenvolvimento do virus dentro do organismo
do vetor. No Estado da Paraiba, Beserra e Castor-Junior (2008) mostraram que ha um padrédo
diferenciado de desenvolvimento e de potencial biotico das populagdes de A. aegypti,
provavelmente resultante de sua adaptacao as condicdes climaticas préprias de cada regido.

Dessa forma, é fundamental o desenvolvimento de estudos bioecoldgicos que auxiliem
no entendimento da dindmica populacional do mosquito, para que se possam desenvolver
modelos para se determinar as &reas vulnerdveis a infestagdes de A.aegypti. Beserra el al.
(2009a) e Beserra et al. (2006) avaliaram o efeito da temperatura sobre o ciclo de vida de
populacdes de A. aegypti e determinaram as exigéncias térmicas, e estimaram o numero de
geracOes anuais do inseto em campo. Em laboratorio, Beserra et al.(2009b) relataram a

relagdo entre o ciclo de vida e a densidade larval, tamanho e fecundidade de A.aegypti.

3.5 Variabilidade genética em culicideos vetores

O estudo da variabilidade genética entre populagdes de culicideos pode ser feito
através de marcadores moleculares, pois permitem a analise de diferenciacdo genética de suas
populacbes. Santos et al. (2003) identificaram através da técnica de RAPD, em populacdes de
A. aegypti de distintas regides geogréaficas do Estado de Sdo Paulo, similaridade genética entre
mosquitos cuja origem geogréafica foi mais proxima, todavia, mosquitos da cidade litoranea
como Santos, foram geneticamente mais proximos aos mosquitos criados em laboratério que
aqueles coletados em regibes de Bauru, Aracatuba, Marilia e Presidente Prudente do estado de
Séao Paulo.

Santos et al.(2004) analisaram a estrutura genética de populacdes naturais de
Anopheles triannulatus procedentes de Macapa (AP), Aripuand (MT), Ji-Parand (RO) e
Manaus-Lago Janauari (AM), utilizando 16 locos enzimaticos. De acordo com os resultados
verificou-se maior polimorfismo na populacdo de Macapa e menor variabilidade genética na
populacdo de Manaus. Lourenco de Oliveira et al. (2003) verificaram também a diferenciacéo
genética entre populacdes de Aedes albopictus provenientes do Brasil, dos Estados Unidos e
das Ilhas Caiman, usando como marcador molecular as isoenzimas. Os autores constataram
que tanto as populagdes do Brasil quanto a dos Estados Unidos eram altamente diferentes

geneticamente.
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Ravel et al. (2001) analisaram em estudos preliminares, através da técnica de
microssatélites e AFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados), a
estrutura genética de populacdes de A. aegypti no México. Estes autores constataram
polimorfismo limitado através de microssatélites, enquanto que pela analise dos marcadores
AFLP foi possivel verificar grupamentos de individuos da mesma cidade e do mesmo distrito.

A andlise da estrutura genética de populagGes naturais de A. aegypti e A. albopictus na
ilha de La Reunion, Oceano Indico, foi utilizada para verificar a diversidade e a taxa de
dispersdo dos mosquitos, constatando-se uma diferenciacdo genética para a populacdo de A.
albopictus dependente de caracteristicas bioldgicas e fatores ecoldgicos (PAUPY et al., 2001).

Vazeille et al. (2001) analisaram a estrutura genética de populacGes de A. aegypti e A.
albopictus em Madagascar, com o objetivo de verificar o fluxo génico entre as populagdes.
Foi verificada uma diferenciacdo genética menor entre as populacGes de A. albopictus
coletadas em aglomeragGes conectadas por estradas altamente freqiientadas, indicando que o
transporte humano favorece a dispersdo do mosquito. Estes resultados tém implicacdes na
transmissao epidémica do virus entre as duas espécies de Aedes.

Ayres et al. (2004), relataram que populacbes de A. aegypti do Brasil apresentavam
altos niveis de diferenciacdo genética, nas areas que utilizavam freqlientemente inseticidas
quimicos. Outros pesquisadores sugeriram que inseticidas geram uma pressao de selecdo,
sendo o principal fator que provoca a diversidade genética em populacdes de A. aegypti de
areas urbanas altamente povoadas (OCAMPO & WESSON, 2004; PAUPY et al., 2000).

Lima Janior e Scarpassa (2009) investigaram a estrutura genética de colecdes de A.
aegypti de diferentes regiGes geograficas da Amazonia usando o marcador ND4 do DNA
mitocondrial. Os autores constataram, na andlise da relacdo filogenética, duas linhagens
distintas na Amazonia. Estas diferencas filogenéticas podem ter sido resultado da capacidade
de dispersdo passiva do vetor. Bracco et al. (2007) analisaram o parentesco e a estrutura
genética de populacbes de A. aegypti, de 36 localidades nas Américas (Brasil, Peru,
Venezuela, Guatemala, E.U.), trés da Africa (Guiné, Senegal, Uganda), e trés da Asia
(Singapura, Camboja, Taiti). Os Resultados das analises genéticas evidenciam presenca de
duas linhagens: uma relacionada a Africa (Senegal) e outra Africa e Asia (Guiné e Uganda),
sugerindo duas possiveis subespécies que circulam nas Ameéricas.

Mukwaya et al. (2000) utilizando ITS (“internal transcribed spacers™), em um estudo
com o complexo Aedes simpsoni, geralmente encontrado na regido afro-tropical e considerado

como o principal vetor de febre amarela da Africa central e oriental, separaram mediante um
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cladograma as populagdes antropofilicas das ndo-antropofilicas. Estes resultados sugerem a
existéncia de duas espécies diferentes de A. simpsoni.

O uso de marcadores de RAPD para andlise genética de populacdes permite a
constatacdo de grande numero de polimorfismo a partir de pequena quantidade do DNA da
amostra (OCAMPO & WESSON, 2004). Julio et al. (2009) analisaram os niveis de
diversidade genética e diferenciacdo microgeografica de populacdes de A. aegypti em setes
bairros de Cordoba (Argentina), utilizando a técnica de RAPD-PCR. Os resultados do estudo
revelaram altos niveis de variabilidade genética. Acredita-se que a diversidade genética nos
bairros da cidade Coérdoba é por estarem localizados na periferia e por serem focos iniciais de
reinfestacdo, bem como apresentarem capacidade de dispersdo das fémeas de A. aegypti,

originando populacGes diferentes.

3.6 Utilizacdo da técnica da PCR-RAPD (Reacdo em Cadeia da Polimerase -
Polimorfismo do DNA Amplificado Randomicamente)

A biologia molecular utiliza-se de ferramentas para compreender diversos aspectos
relacionados com o material genético dos insetos. Dentre os culicideos, o género Aedes tém
recebido especial atengdo, possivelmente pela capacidade de transmitir a dengue e a febre
amarela.

Dentre as técnicas de estudo do DNA, a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foi
concebida por Kary Mullis em meados da década de 80 (MULLIS & FALOONA, 1987;
SAIKI et al., 1985). Desde sua concepcdo, esta técnica causou uma verdadeira inovagao na
biologia, quer seja na pesquisa visando a compreensdo de processos bioldgicos fundamentais
como nas areas aplicadas envolvendo diagnosticos e melhoramento genético de vegetais e
animais (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica que envolve a sintese in vitro,
de milhdes de copias de um segmento de DNA na presenca da enzima DNA polimerase
(ALBERTS et al.,1997). A reacdo de PCR se baseia no anelamento e extensdo enzimaética de
um par de oligonucleotideos iniciadores (pequenas moléculas de DNA de fita simples) que
delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla alvo da amplificacio (FERREIRA &
GRATTAGLIA, 1998).

A maior aplicacdo desta metodologia é a possibilidade de se ampliar, numa
determinada seqiiéncia do DNA, sem a necessidade do uso de tradicionais técnicas da

clonagem molecular. Uma simples copia de um gene especifico dentro de um genoma pode
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ser amplificada para alguns microgramas, partindo-se de quantidades minimas como
picogramas de DNA total. A condi¢do basica para a aplicacdo da técnica, depende da
construcdo de oligonucleotideos iniciadores (primers), 0os quais sdéo complementares as duas
fitas opostas de DNA e que estejam flanqueando a sequiéncia a ser amplificada (MITCHEL et
al., 1997).

A partir do desenvolvimento da PCR, outras metodologias foram empregadas em
conjunto. Dentre as técnicas mais utilizadas no estudo de espécies e populacbes vetoras,
destacam-se: PCR-RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), PCR-RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphisms), PCR-AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism),
microssatélites ou STR (Short Tandem Repeat), SSCP (Singlestrand Conformation
Polymorphism), AS-PCR (Allele-specific PCR) e o sequenciamento de genomas inteiros de
genes e regides especificas do genoma.

Williams et al. (1990) e Welsh e Mcclelland (1990) desenvolveram simultaneamente
as técnicas PCR-RAPD (DNA Polimorfico Amplificado ao Acaso) e PCR-AP (PCR com
Iniciadores Arbitrarios), respectivamente, que dispensam o conhecimento prévio sobre a
sequéncia a ser amplificada.

A PCR-RAPD é uma variacdo da PCR que se baseia na amplificacdo do DNA, através
da utilizacdo de um Unico oligonucleotideo curto com sequiéncia arbitraria e baixa temperatura
de anelamento (35-36°C/baixa estringéncia). Estas duas modificacbes diminuem a
especificidade da reacdo de maneira que fragmentos de seqiiéncia anénima possam ser
amplificados (BOWDITCH et al., 1993; WILLIAMS et al., 1990). Embora os iniciadores
apresentem sequéncia arbitraria, devem conter em torno de 10 pares de bases, conteido GC
de 50-70% e ndo devem conter sequéncias palindromicas, para evitar 0 autopareamento
(WILLIAMS et al., 1993).

Alteracbes em fatores como temperatura de anelamento, concentra¢do do iniciador,
tamanho e seqliéncia do iniciador, concentracdo de magnésio e quantidade de DNA podem
alterar o padrdo de bandas RAPD amplificados (WELSH & MCCLELLAND, 1990;
WILLIAMS et al., 1993). Isto exige que as condi¢Oes experimentais sejam otimizadas para
materiais distintos, e que estas sejam rigorosamente seguidas. A AP-PCR € similar a PCR-
RAPD, porém faz uso de iniciadores mais longos. Além disso, utiliza ciclos de baixa
estringéncia (anelamento a 40°C) seguidos por ciclos de alta estringéncia (anelamento a 60°C)
(WELSH & MCCLELLAND, 1990).

A maioria dos marcadores RAPD comporta-se como marcadores genéticos

dominantes (BOWDITCH et al., 1993). Dominancia nesse caso ndo se refere ao conceito
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classico de interacdo génica entre alelos de um mesmo loco, e sim puramente do ponto de
vista de interpretacdo relativa entre gendtipo e fenétipo de um individuo.

Ao se observar uma banda RAPD, ndo é possivel distinguir se aquele segmento
originou-se a partir de uma ou duas copias da sequéncia amplificada. Ou seja, um individuo
dipléide homozigoto para aquele loco RAPD possui dois alelos. RAPD idénticos (AA) a partir
dos quais a amplificagdo ocorre. Por outro lado, um individuo heterozigoto (Aa) para o
mesmo loco RAPD possui um alelo (A) que ¢ amplificado e o outro (a) que ndo o é
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996). A PCR-RAPD néo permite a diferenciacdo entre
individuos homozigotos dominantes e heterozigotos, somente a presenca ou auséncia da
banda RAPD pode ser detectada (WILLIAMS et al., 1993).

A técnica PCR-RAPD tem sido empregada com sucesso em diferentes grupos de
insetos e com diferentes objetivos, como por exemplo: a) para identificacdo de espécies de:
Tibraca limbativentris (Hemiptera: Pentatomidae) (RAMPELOTTI et al., 2008), parasitoides
(Trissolcus spp) (ALJANABI et al.,1998), Anopheles (CALADO & NAVARRO-
SILVA,2005), de subespécies de A. aegypti (BALLINGER-CRABTREE et al., 1992) b)
caracterizacdo da estrutura e variabilidade genética de populacdes de Lutzomyia whitmani
(Antunes & Coutinho) (Diptera: Psychodidae) (SOUZA et al., 2004) e A. aegypti (APOSTOL
etal., 1996; AYRES et al., 2003).

Willians et al.(1990) relatou que os fragmentos obtidos por RAPD tém se mostrado
sensiveis as pequenas mudancas nas condicdes de reacdo, principalmente no que diz respeito
ao tipo de DNA polimerase utilizado, concentracdo do DNA molde, do cloreto de magnésio e

do perfil de temperatura do termociclador utilizado.
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao da area de procedéncia do vetor

Nesta pesquisa as amostras das populacdes de A. aegypti coletadas em 10 municipios
do semi-arido paraibano (bioma caatinga), a saber: Campina Grande, Alcantil, Monteiro
Pedra-Lavrada, Barra de Santana, Serra Branca, Cuité, Santa Luzia, Queimadas e Livramento
(Figura 1), todos descritos a seguir (EMBRAPA, 2006; IBGE, 2008; RODRIGUEZ et al.,
2002). A escolha da area de estudo obedeceu aos seguintes critérios: (1) indicativo da
existéncia de focos de A. aegypti (2) importancia nas mesorregides ou microrregioes onde
estdo localizados, (3) acessibilidade, (5) caréncia de estudos bioecoldgicos e genéticos nas
regibes citadas, (6) Apoio logistico dos agentes de saude.

1. Campina Grande - A populacdo total do municipio é estimada em 371.060
habitantes, sendo a sua area geografica de 621 km2 O municipio est4 localizado na
mesorregido do Agreste e microrregido de Campina Grande. Suas coordenadas geograficas
sdo 07° 13' 50" latitude Sul e 35° 52' 52" de longitude Oeste .

2. Alcantil - A populacéo total do municipio é estimada em 5.068 habitantes, sendo a
sua area geografica de 305 km?. O municipio esta localizado na mesorregido Borborema e
microrregido do Cariri Oriental. Suas coordenadas geograficas sdo 07° 44' 38" latitude Sul e
36° 03' 22" de longitude Oeste.

3. Monteiro - A populacdo total do municipio é estimada em 29.980 habitantes,
sendo a sua area geogréfica de 986 km2.0O municipio estd localizado na mesorregi&o da
Borborema e microrregido do Cariri Ocidental. Suas coordenadas geograficas sdo 07° 53' 22"
latitude Sul e 37° 07' 12" de longitude Oeste;

4. Pedra Lavrada - A populacdo total do municipio é estimada em 6.810 habitantes,
sendo a sua area geografica de 352 km? .O municipio est4 localizado na mesorregido da
Borborema e microrregido Seridd Oriental Paraibano. Suas coordenadas geogréaficas sdo 06°
45' 28" latitude Sul e 36° 28' 15" de longitude Oeste.

5. Barra de Santana - A populagdo total do municipio é estimada em 8.619
habitantes, sendo a sua area geografica de 369 km? .O municipio est4 localizado na
mesorregido Borborema e microrregido do Cariri Oriental. Suas coordenadas geograficas séo
07° 31' 13" latitude Sul e 35° 59' 59" de longitude Oeste.

6. Serra Branca - A populacdo total do municipio é estimada em 12.413 habitantes,

sendo a sua area geografica de 738 km? O municipio esta localizado na mesorregi&o
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Borborema e microrregido do Cariri Ocidental. Suas coordenadas geograficas sdo 07° 29' 00"
latitude Sul e 36° 39' 54" de longitude Oeste.

7. Cuité - A populacéo total do municipio é estimada em 20.197 habitantes, sendo a
sua area geogréfica de 735 km?. O municipio esta localizado na mesorregido do Agreste
Paraibano e microrregido Curimatau Ocidental. Suas coordenadas geogréficas sdo 06° 29' 01"
latitude Sul e 36° 09' 13" de longitude Oeste .

8. Santa Luzia- A populacdo total do municipio é estimada em 14.292 habitantes,
sendo a sua area geografica de 456 km® O municipio estd localizado na mesorregi&o
Borborema e microrregido do Seridd Ocidental Paraibano. Suas coordenadas geograficas sao
06° 52' 20" latitude Sul e 36° 55' 07" de longitude Oeste.

9. Queimadas- A populacdo total do municipio é estimada em 38.883 habitantes,
sendo a sua area geografica de 409 km? . O municipio esté localizado na mesorregido Agreste
Paraibano e microrregido de Campina Grande. Suas coordenadas geograficas sdo 07° 21' 30"
latitude Sul e 35° 53' 54" de longitude Oeste ;

10. Livramento - A populacdo total do municipio é estimada em 7.105 habitantes,
sendo a sua area geografica de 283 km® O municipio estd localizado na mesorregi&o
Borborema e microrregido do Cariri Ocidental. Suas coordenadas geogréficas sdo 07° 22' 27"
latitude Sul e 36° 56" 47" de longitude Oeste.
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Figura 1. Municipios de Coleta de populacdes de A. aegypti no semi-arido paraibano
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4.2 Obtencéo das populactes de Aedes aegypti

As coletas das amostras de populacfes de A. aegypti foram realizadas com o emprego
de armadilha para coleta de ovos (ovitrampas), entre 0s meses de novembro de 2007 e maio
de 2008, até o estabelecimento das populacdes em laboratério. As Armadilhas para coleta de
ovos, foram constituidas de um balde pléstico de cor preta, medindo 30 cm de didmetro por
15 cm de profundidade, contendo furos a 7,5 cm do fundo, para evitar o preenchimento total e
0 transbordamento de agua. No interior destas utilizou-se como substrato de oviposicéo,
palhetas de eucatex de 12 cm de comprimento por 2,5 cm de largura, presas por um cliper a
parede interna do balde. As armadilhas foram recolhidas trés dias apds sua instalacdo e o
material coletado conduzido ao laboratdrio, identificada a espécie, utilizando-se a chave de

identificacdo segundo Forattini (2002) e em seguida estabelecidas as criacGes.

4.3 Criac0es das populacdes de Aedes aegypti em laboratério

A criagdo das populacdes de A. aegypti foi desenvolvida no Laboratério de Controle
Biologico do Nucleo de Manejo Integrado de Pragas (NMIP) da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB), em sala de criacdo climatizada a temperatura de 26°C + 2°C, umidade
relativa de 60 + 10 % e fotofase de 12 horas, utilizando-se a primeira geracdo de laboratorio
(F1), segundo metodologia descrita abaixo.

As palhetas de eucatex com postura de A. aegypti foram colocadas para secar por um
periodo de 24 horas sendo, em seguida, acondicionadas em bandejas plasticas de cor branca
medindo 40,0 cm de comprimento x 27,0 cm de largura x 7,5 cm de profundidade com um
terco da sua capacidade preenchida com &agua desclorada. Apds a eclosdo das larvas, foi
ofertada racdo para peixe ornamental (Alcon/goldfish crescimento) na proporcdo de 100
mg/bandeja as quais foram cobertas por uma tela de malha fina. As pupas, apds sexadas,
foram transferidas em copos descartaveis de 250 ml para as gaiolas de criacdo dos adultos.

Essas gaiolas, construidas de armacgéo de madeira e tecido tipo organza medindo 40,0
cm x 40,0 x 30,0 cm de fundo, receberam 200 individuos, sendo 100 machos e 100 fémeas.
Aos adultos ofertou-se uma solucdo de mel a 20%, e as fémeas foi permitido repasto
sanguineo, em codornas, Coturnix japonica (TEMMINCK & SCHLEGEL, 1849) durante

quarenta minutos, trés vezes por semana. Apés cada repasto foi colocado em cada gaiola, um
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pote de plastico descartavel com capacidade para 150 ml, e um funil envolto interiormente
com um papel toalha e agua desclorada para servir como substrato de oviposi¢éo.

4.4 Ciclos de vidas comparados de Aedes aegypti

Os ciclos de vida das populagdes de A. aegypti foram estudados em salas climatizadas
a temperatura de 26°C + 2°C, umidade relativa de 60 + 10 % e fotofase de 12 horas,
considerando a primeira geracdo de laboratério (F1). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com dez tratamentos (populacdes) e quatro repeticdes. Durante a
fase larval as repeti¢fes foram constituidas de bandejas plésticas de cor branca medindo 40,0
cm de comprimento x 27,0 cm de largura x 7,0 cm de profundidade, cobertas com uma tela de
malha fina, contendo 1 litro de agua destilada e 100 larvas de A. aegypti recém eclodidas. As
pupas foram sexadas e mantidas em copos de polietileno (250 ml) até préximo a emergéncia
dos adultos, quando ent&o foram transferidas para as gaiolas de criacdo dos adultos.

Diariamente, foram aferidas a temperatura da agua de desenvolvimento larval e pupal
através de um termdmetro quimico com afericdo até 60°C e pH por meio de um pH-metro
digital (Figura 2). Os Adultos foram mantidos em gaiolas de madeira telada (20,0 cm?)
contendo vinte casais, em cinco repeti¢des, sendo fornecidas a estes uma solucdo de mel a
20% e para as fémeas, permitido repasto sanguineo em codornas, durante 15 minutos, trés
Vezes por semana.

A forma de alimentacdo das larvas foi a mesma da metodologia de criacdo de A.
aegypti (ver item 4.3). A avaliacdo do periodo embrionario foi realizada a partir das 20
primeiras posturas, distribuidas em placas de Petri de 9,0 cm de didmetro x 1,5 cm de
profundidade, contendo agua destilada suficiente para encobrir os ovos. Foram realizadas
avaliacOes diarias, registrando-se o periodo de desenvolvimento e a mortalidade das fases de
ovo, larva e pupa, a razdo sexual, a longevidade, a fecundidade e o tamanho dos adultos. Para
a avaliacdo do tamanho dos adultos, utilizou-se como parametro a envergadura das asas. A
medicdo das asas foi realizada através de uma ocular micrométrica acoplada a um
microscopio estereoscopico, fazendo a medigcdo a partir da alula até a extremidade da asa,
desconsiderando-se a franja, segundo metodologia descrita em Gama et al. (2005).

As variaveis bioldgicas avaliadas foram submetidas a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P< 0,05). Com os pardmetros bioldgicos, foi realizado,

ainda, uma analise de agrupamento (“Cluster analyses”), utilizando-se uma matriz de
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distancia euclidiana através do método da média ndo-ponderada, para se avaliar o grau de
similaridade entre as populagdes estudadas (BESERRA et al., 2003).

Figura 2. Aferi¢do do pH das &guas para o desenvolvimento larval de Aedes aegypti

4.5 Isolamento de DNA e Analise por RAPD-PCR

A pesquisa foi desenvolvida no laboratério de Biotecnologia e Patologia de Insetos da
Embrapa/Algoddo, Campina Grande, PB.

O DNA gendmico do A. aegypti foi extraido utilizando cerca de 20 individuos por
populacdo, colocados em tubos de microcentrifuga e macerados individualmente com adicéo
posterior de 500 ul de tampéo de lise (Nacl 0,4M, EDTA 2mM, Tris-HCI 10mM, pH 8,0),
proteinase K (2,5 pl) e Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 72 ul a 10%. O homogenato foi
incubado por 2 horas a 65° C. Posteriormente, foram adicionados 500 pl de uma mistura de
cloroférmio: alcool isoamilico (CIA) (24:1) e em seguida as amostras foram centrifugadas a
14.000 rpm por 10 min a 4° C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e o &cido
nucléico precipitado através da adi¢do de igual volume de isopropanol gelado, e a mistura
mantida a -20° C por 1 h para precipitacdo do DNA. Posteriormente, a amostra foi
centrifugada a 14.000 rpm por 30 min a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado uma vez com 500 pl de etanol a 70%, centrifugado a 14.000 rpm por 10 min a 4° C,
seco, resuspendido em 20 pl de Tris-EDTA (Tris 10 mM, EDTA 1 mM), misturado em

agitador tipo “vortex” por 1 min.
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Para amplificacdo dos marcadores RAPD-PCR, inicialmente foram testados sessenta
oligonucleotideos (Operon®) das séries OPP1-10, OPN 1-10, OPZ 1- 20 e OPE 1-20. Destes,
foram selecionados o0s que apresentarem melhor eficiéncia e reprodutibilidade. A
reprodutibilidade dos amplicons obtidos foi testada utilizando o mesmo DNA em trés
diferentes reacdes de PCR. Cada reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume final de
25 pl, usando os seguintes componentes: Tris-HCI 10 mM pH 9,0, KCI 50 mM, MgCl, 1,5
mM, 400 pmol de cada oligonucleotideo, 2U de Taq DNA polimerase, 0,2 mM de cada dNTP
e 15 ng de DNA molde. As amplificacBes foram realizadas em um termociclador programado
para 40 ciclos a 94° C por 1 min, 35° C por 1 min, 72° C por 2 min e um ciclo final de 72° C
por 10 min. O produto final da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,4 % no
tamp&o Tris-Borato-EDTA/TBE (Tris 0,089 M; Acido bérico 0,0089 M; EDTA 0,002 M, pH
8,3) corado com Syber green (SAMBROOK et al. 1989), e visualizado em um

transiluminador de ultravioleta.

4.6 Analise de variabilidade genética

Para analise dos dados de RAPD, quatro premissas foram assumidas: 1) os alelos
apresentam heranca mendeliana; 2) as populagdes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg; 3)
bandas com mesma mobilidade eletroforética sdo homologas; e 4) alelos ndo amplificados séo
tidos como recessivos. Apds eletroforese foi realizada uma analise binaria nos géis, onde 0s
loci foram analisados como presente (1) ou ausente (0), ndo levando em consideracdo a
intensidade das bandas. A partir da matriz construida foram calculados os indices de
diversidade genética: frequéncias alélicas, proporc¢do de loci polimérficos e heterozigosidade,
utilizando o programa TFPGA versdo 1,3 (MILLER, 1997).

De acordo com McDermott e McDonald (1993), os calculos da distancia genética de
Nei (1978) e o indice de diferenciacdo genética (Gst), foram obtidos utilizando o software
POPGENE versdaol.32 (YEH & BOYLE, 1997). A distancia genética de Nei (1978) foi
utilizada para a construcdo do dendrograma utilizando-se o mesmo software (YEH &
BOYLE, 1997). As comparagdes dentro e entre as populagdes de A. aegypti foram realizadas
através da analise de variancia molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992), utilizando o
programa GenAlEx verséo 6.2 (PEAKALL & SMOUSE, 2006).
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ciclo aquatico de Aedes aegypti

Houve pouca variagdo na temperatura média da &gua em que ocorreu 0
desenvolvimento de A. aegypti sendo a menor temperatura de 24,75°C, verificada durante o
desenvolvimento de larvas provenientes do municipio de Monteiro e a maior de 25,14°C, para
aquelas dos municipios de Livramento e Alcantil (Tabela 1). Nestas condicdes, além de serem
controladas a temperatura, umidade relativa e fotoperiodo, ndo se constatou diferencas
estatisticas significativas com relacdo a duragdo e viabilidade das fases de ovo, larva e pupa
entre as amostras das populacdes dos diferentes municipios (Tabela 1 e 2).

A duracdo do periodo de desenvolvimento teve uma variacdo de 3,79 a 4,79 dias para
a fase de ovo, de 9,15 a 10,89 dias para fase de larva e de 2,18 a 2,59 dias para a fase de pupa
respectivamente (Tabela 1).

A viabilidade variou de 82,8% a 97,7% para a fase de ovo, de 91,2% a 99,2% para
fase de larva e de 93,5% a 98,4% para a fase de pupa respectivamente (Tabela 2).

O tempo médio de desenvolvimento observado nesta pesquisa para a fase de ovo sdo
similares aos resultados obtidos por Beserra et al. (2006), que ao compararem 0s ciclos de
vidas de amostras de populacbes de A. aegypti dos municipios de Brejo dos Santos,
Boqueirdo, Campina Grande, Itaporanga e Remigio, no estado da Paraiba, registraram, a 26°
C, uma variacdo média de 4,1 a 4,7 dias. Resultados corroborados, ainda, pelos experimentos
de Beserra e Castro-Junior (2008) que em estudo analogo, constataram uma variagdo média
de 3,8 a 4,4 dias para a fase de ovo. Porém, para a fase larval, os tempos de desenvolvimentos
variando de 9,15 a 10,89 dias verificados nesta pesquisa, foram maiores do que os relatados
por estes autores que verificaram uma variacdo de 6,8 a 8,3 dias. Isso pode ser explicado pela
diferenca de densidades nas quais as larvas foram submetidas. No estudo de Beserra e Castro-
Junior (2008) as larvas estavam em menor densidade populacional, cinco larvas para 250 ml
de &gua, enquanto que o presente estudo apresentou uma maior densidade populacional do

vetor, com 100 larvas para 1.000 ml de agua.
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Tabela 1. Duracdo (dias) (X + EP) das fases de ovo, larva e pupa, e razdo sexual das populaces de A. aegypti de diferentes regies do semi-
arido paraibano. Temperatura ambiente: 26 + 2,0°C, UR: 60 + 10% e fotofase: 12 horas.

. Temperatura da Duracao y .

Populagdo ; . Razéo sexual™
agua (°C) Ovo~ Larva Pupa

Campina Grande 24,98 £ 0,14 4,59 +0,33 "* 9,35+ 0,60™ 2,47+£0,10"™ 0,31+ 0,09
Pedra Lavrada 24,94 +£0,11 4,79 £0,31™* 9,96 + 0,49"* 2,34 £ 0,02 0,32 +£0,02"*
Santa Luzia 25,08 + 0,06 3,87+0,17 " 9,84 +0,29™* 2,36 £0,20"™* 0,45+0,10™
Livramento 25,14 + 0,10 3,79+0,38"* 10,57 +0,42™* 2,41 +0,07™ 0,41 +0,05"
Queimadas 25,08 + 0,09 4,33 +0,29"* 10,82 + 0,26™* 2,44 + 0,05 0,47 £0,05"*
Alcantil 25,14 +£0,12 4,29 +£0,20™* 9,28 + 0,60™* 2,18 £0,14"* 0,39 £0,03"*
Serra Branca 24,91 +0,16 4,34 +£0,21™ 10,25 +1,08™* 2,41 +£0,06"™ 0,42 £0,05™
Barra de Santana 25,04 +0,11 4,65 +0,31" 9,15 + 0,94"* 2,59 + 0,09 " 0,48 +0,06 "
Monteiro 24,75+ 0,13 4,07 £0,22"* 10,89 +0,30™* 2,43+0,10" 0,51 +0,03"*
Cuité 24,83+ 0,11 4,02 +0,28" 10,29 + 0,45™* 2,47 + 0,04 0,42 +0,02"*
C.V. (%) - 14,08 12,04 8,55 6,22

1. Médias originais. Para efeito da andlise estatistica os dados foram transformados em 4/ X + 0,50

"* N&o significativo pelo teste F (P<0,05).



Tabela 2. Viabilidade (%) (X + EP) das fases de ovo, larva e pupa das populacdes de A. aegypti de diferentes regides do semi-arido paraibano.

Temperatura ambiente: 26 + 2,0°C, UR: 60 £ 10% e fotofase: 12 horas.

Populacdo Temperatura da 4gua Viabilidade

Ovo Larva Pupa
Campina Grande 24,98 + 0,14 92,60 + 4,96 "* 91,25 +3,20™* 95,03 +1,53"
Pedra Lavrada 2494+ 0,11 96,86 + 1,76 ™* 95,25 + 3,54 94,20 +2,40"*
Santa Luzia 25,08 + 0,06 97,74+ 131" 92,75+ 7,25 96,22 + 1,69 ™
Livramento 25,14 + 0,10 82,88 +8,10"* 96,50 + 2,60™ 98,46 + 0,90 ™*
Queimadas 25,08 + 0,09 86,22 +6,17"* 98,75 +1,25"* 97,43 +0,82"*
Alcantil 25,14+ 0,12 93,35+ 253" 94,25 + 3,38 "* 96,41 +1,21"*
Serra Branca 24,91 +0,16 96,68 + 1,68 ™* 99,25 +0,75™* 94,68 + 3,77 "
Barra de Santana 25,04 +0,11 97,51 +1,22"™* 93,25 + 5,76"™* 95,84 +2,41"*
Monteiro 24,75+ 0,13 95,06 +2,31™* 98,75 +1,25™* 93,57 +3,17"*
Cuite 24,83+ 0,11 87,04 +5,66™ 97,25 +0,95™* 97,44 + 0,64 ™
C.V. (%) - 20,63 7,57 4,39

"* N&o significativo pelo teste F (P<0,05).
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Embora, ndo se tenha detectado diferengas significativas com relacdo ao periodo de
desenvolvimento embrionario nas populacdes A. aegypti, estudos de Beserra et al.(2009a)
verificaram que a 26°C em amostras de populacdes de Boqueirdo, Campina Grande e
Remigio, a duracdo média foi de 6,1, 4,7 e 5,2 dias respectivamente, por tanto maiores que as
encontradas no presente estudo.

A duracdo média de desenvolvimento verificada nesta pesquisa para a fase de pupa foi
semelhante aos com os resultados verificados por Beserra et al. (2006), que comparando 0
ciclo de vida de amostras de populaces de A. aegypti, registraram, a 26° C, uma variagédo
média de 2,1 a 2,7 dias para a fase de pupa. Resultados corroborados pelos experimentos de
Beserra e Castro-Junior (2008) constataram, ainda, uma variacdo media de 2,0 a 2,5 dias para
fase de pupa.

A razdo sexual foi praticamente a mesma para as dez populagdes, obtendo-se uma
variacdo de 0,31 a 0,51, constatando-se que houve, proporcionalmente, maior quantidade de
machos do que de fémeas. Observa-se que apenas nas populacfes de Queimadas, Barra de
Santana e Monteiro os valores foram proximos de 0,50, sendo a razdo sexual nessas
populacdes de um macho para uma fémea aproximadamente (Tabela 1).

A viabilidade do estagio de ovo verificada para as populacbes estudadas foi
considerada alta e estd proxima das relatadas em outros estudos, como o de Farnesi et al.
(2009), que a 25° C encontraram porcentagem de eclosdo de 96,0%, e o de Beserra et al.
(2006) e Silva e Silva (1999), que verificaram acima de 80,0% de eclosdo de larvas para
populacdes de A. aegypti. O presente estudo apresentou alta viabilidade larval e pupal com
porcentagem acima de 90,0% (Tabela 2), esses resultados sdo semelhantes dos estudos
obtidos por Tejerina et al. (2009) que estudaram quatro subpopulacBes de A. aegypti da
provincia das Missdes (Argentina), sob condi¢Bes semi-naturais, provenientes das localidades
de Posadas (PB), San Javier (SE), Bernardo de Irigoyen (NE) e Puerto Libertad (NW). A
pesquisa registrou alta porcentagem de sobrevivéncia larval e pupal (97-100%), e ndo se
detectaram diferencgas significativas entre as quatro subpopulaces.

Os valores dos padrdes de desenvolvimento discordam das observacfes de Beserra et
al. (2006) e Beserra e Castro-Junior (2008) segundo os quais os padrdes de crescimento do A.
aegypti, quando submetidos as mesmas condicdes de laboratorio, sofreram diferenciagdes em

funcéo da regido de origem da populacéo.
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5.2 Longevidade de adultos e nUmero de ovos por fémea de Aedes aegypti

A longevidade dos adultos de A. aegypti apresentou uma variacdo de 37,82 a 58,29
dias para os machos e 40,03 a 73,07 dias para as fémeas (Tabela 3). Comparando-se a
longevidade de machos e de fémeas nas populacdes de A. aegypti, observa-se que em todas as
populacBes foi constatada diferenca estatistica significativa entre os sexos. Os resultados de
longevidade concordam com os relatados por Beserra et al. (2009b) para A. aegypti que
encontraram longevidades médias variando de 67,20 a 80,52 dias para as fémeas e 50,08 a
62,23 dias para os machos. Estudos realizados com outras espécies do género Aedes, como A.
albopictus, também verificaram maior longevidade das fémeas em relacdo aos machos
(CALADO & NAVARRO-SILVA, 2002; DELATTE et al., 2009; LOWENBERG NETO &
NAVARRO-SILVA, 2004).

Segundo Panizzi e Parra (1991), a producéo de ovos é influenciada por fatores bidticos
e abioticos, possui influéncia indiretamente no desenvolvimento larval e diretamente na fase
adulta. O fator nutricional adequado para a fase larval pode ser um estimulante de oviposigéo,
assim como influenciar o numero de ovariolos por ovérios diferenciados e, conseqlientemente,
0 potencial para producao de ovos.

O namero de ovos por fémea diferiu significativamente de acordo com o municipio de
coleta do vetor (Tabela 3). A menor fecundidade, com média de 153,61 ovos/fémea ocorreu
para populacdo de Pedra Lavrada, enquanto a de Campina Grande apresentou a maior
fecundidade com 310,61. Com excecdo dos municipios de Campina Grande, Alcantil, Barra
de Santana e Monteiro, onde o0 nimero médio de ovos/fémea foi maior que 200, verifica-se
que a fecundidade foi menor do que a encontrada para essa espécie por Beserra et al. (2006),
onde, exceto para A. aegypti de Brejo dos Santos, nas demais populacdes as fémeas
ovipositaram acima de 200 ovos. O que é corroborado pelos resultados de Besera e Castro-
Junior (2008) obtiveram a fecundidade entre 217,3 e 260,4 ovos/fémea. Beserra et al. (2009a)
também constataram alta fecundidade para A. aegypti, observando uma média de 610,6
ovos/fémea para essa espécie orginada do municipio de Boqueirdo. Porém, ao contrario da
presente pesquisa, para a populacdo de Campina Grande, os autores observaram baixa

fecundidade, com media de 89,4 ovos/fémeas a temperatura de 26°C.
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Tabela 3. Longevidade dos adultos e numero de ovos por fémea de Aedes aegypti de
populacbes do semi-arido paraibano. Temperatura ambiente: 26 + 2,0°C, UR: 60 + 10% e
fotofase: 12 horas.

Populacio Longevidade™ NGmero de1 2

Macho Fémea ovos/fémea™
Campina Grande 49,62 + 2,38AB 71,47 + 3,27AB 310,61 £ 38,33A
Pedra Lavrada 49,36 + 2,86AB 62,69 + 4,01ABC 153,61 + 11,60 D
Santa Luzia 46,66 + 3,17AB 51,32+331 CD 155,22 £ 5,55 CD
Livramento 37,82+0,96 B 40,03 + 0,61 D 193,38 £+ 12,56 BCD
Queimadas 40,82+2,24 B 4432+220 CD 173,15 + 9,58 CD
Alcantil 58,29 + 2,02A 73,07 £ 4,12A 298,47 + 31,50 AB
Serra Branca 47,09 + 250AB 62,48 + 2,54ABC 176,58 £+ 10,09 CD
Barra de Santana 42,92 +2,60 B 55,26 + 5,64ABCD 265,14 + 50,09 ABC
Monteiro 44,90 £ 5,52AB 53,92+6,48 BCD 228,92 + 16,57ABCD
Cuité 51,00 + 4,29AB 60,39 +4,20ABC 180,24 + 5,17 CD
C.V. (%) =6,53 14,78 15.45 11,66

1.Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P
<0,05).

2. Médias originais. Para efeito da analise estatistica, os dados foram transformados em / X + 0,50

5.3 Comprimentos (mm) das asas de Aedes aegypti

N&o houve interacdo significativa entre sexo e populacdo quanto ao comprimento das
asas, porém, detectou-se diferenca entre os sexos onde, independente da populacéo, as fémeas
foram maiores que os machos, com médias variando de 5,13 mm a 5,34 mm, enquanto 0s
machos apresentaram médias variando de 4,18 a 4,25 mm (Figura 3).

Porém independente da origem da populacdo e do sexo, o comprimento alar foi
sempre maior do que os encontrados por Gama et al. (2005), que obteve uma variagéo de 2,45
a 2,91 mm para as fémeas e de 1,99 a 2,26 mm para 0os machos. Esse maior tamanho de A.
aegypti, em relacdo ao que foi observado por Gama et al.(2005), também foi verifcado por
Beserra et al (2009b), onde para as fémeas o tamnho variou de 3,8 a 5,2, e para 0s machos de
3,4a4,2mm.

A massa pupal e a envergadura das asas dos insetos séo indicadores de fecundidade
em A. albopictus e Aedes geniculatus. (ARMBRUSTER & HUTCHINSON, 2002). A relagéo
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entre o comprimento das asas de fémeas e fecundidade foi também significativa e positiva
para Blackmore e Lord (2000). Os estudos de Ponlawat e Harrington (2007) verificaram um
nimero maior de espermatozoides nos testiculos e em vesiculas seminais de machos de A.
aegypti, que apresentavam um grande tamanho corporal, indicando assim uma maior
capacidade reprodutiva.

Tais resultados sdo de grande interesse epidemiologico uma vez que, segundo Gama et
al. (2005) e Gleiser et al. (2000), fatores biondmicos de Culicideos como: longevidade,
fecundidade, dispersdo espacial e frequéncia de picadas no hospedeiro podem ser
influenciados pelo tamanho do mosquito adulto.

O Fémea
W Macho

Comprimento(mm)
O P N W M 01 O

Sexo

Figura 3. Comprimento (mm) das asas dos adultos de populacdes de
Aedes aegypti do semi-arido paraibano. Temperatura ambiente: 26 +
2,0°C, UR: 60 + 10% e fotofase: 12 horas. Diferenca nédo significativa pelo
teste F (P <0,05). C.V.=6.53 %.

5.4 Analise de agrupamento de caracteristicas bioldgicas de populacbes de

A.aegypti provenientes do semi-arido paraibano.

A anélise de agrupamento procura avaliar o conjunto de dados de forma a compor
grupos que apresentem maior similaridade entre esses conjuntos de dados. Com base na
similaridade dos dados bioldgicos descritos nos itens anteriores (5.1 a 5.3), verificou-se que
foram formados dois grupos distintos (Figura 4). O primeiro formado pelas populagdes de
Campina Grande, Alcantil, Barra de Santana e Monteiro e o segundo formado pelas
populacdes de Pedra Lavrada, Santa Luzia, Livramento, Queimadas, Serra Branca e Cuité.

Dentro do primeiro grupo, as amostras de populacGes de A. aegypti de Campina
Grande e Alcantil formam um primeiro sub-grupo, reunidas principalmente pela similaridade

das longevidades dos adultos (Tabela 3). Um segundo sub-grupo é formado pelos amostras do
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vetor de Barra de Santana e Monteiro, reunidas pela similaridae da razdo sexual,
desenvolvimento pupal e comprimento alar dos machos (Tabela 1 e Figura 3).

Em relacdo ao segundo grupo, as populacbes de Serra Branca e Cuité apresentam
maior similaridade entre si, em relacdo aos agrupamentos menores formados. As variaveis
que contribuiram para maior similaridade entre estas populacdes foram a longevidade dos
adultos e nimero de ovos por fémea (Tabela 3). O resultado revelou que, apesar dessas
populacdes serem procedentes da mesma regido geografica do semi-arido paraibano, porém
coletadas em épocas diferentes, apresentaram diferencas nas variaveis bioldgicas. Os
municipios paraibanos apresentam determinada distancia geogréfica e com isso as populagdes
bioldgicas de A. aegypti possuem adaptacdes proprias a essas regides de origem. A realizacdo
de estudos dentro do contexto da bioecologia e variabilidade genética sdo de fundamental
importancia para se determinar as causas responsaveis pelas distintas diferencas fenotipicas

apresentadas pelas populacOes de A. aegypti coletadas em diferentes localidades do Estado da

Paraiba.
Distincia
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Figura 4: Fenograma resultante da analise de agrupamento de caracteristicas
bioldgicas de 10 populacdes de A.aegypti provenientes do semi-arido paraibano.
1:Campina Grande; 2:Pedra Lavrada; 3:Santa Luzia; 4:Livramento; 5:Queimadas;
6:Alcantil; 7:Serra Branca; 8:Barra de Santana; 9:Monteiro; 10:Cuité.
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5.5 Variabilidade Genética de populacfes de Aedes aegypti detectados através de
PCR-RAPD

Os individuos da populacdo de Serra Branca foram excluidos da analise, por nédo
apresenterem eficiéncia na amplificacdo. Isto pode ser atribuido & degradacédo do DNA obtido.
Os oligonucleotideos iniciadores utilizados no presente trabalho OPN-3, OPZ-17 e OPE-17
apos analise de 121 insetos geraram 12, 10 e 8 fragmentos respectivamente, possibilitando a
identificacdo de amplicons entre 220 e 2400 pb ( Tabela 4).

Tabela 4. Oligonucleotideos iniciadores, nimero de bandas e tamanho dos fragmentos.

Primers Seqiiéncia (5°-3%) Numero de Tamanho dos
bandas fragmentos (pb)
OPN-3 GGTACTCCCC 12 450-2000
OPz-17 CCTTCCCACT 10 220-2400
OPE-17 CTACTGCCGT 8 290-2300

A amplificacdo do DNA de amostras de A. aegypti através da técnica PCR-RAPD
revelou grande nimero de bandas e alto nivel de polimorfismos. Os perfis obtidos através da
amplificacdo do DNA de A. aegypti com os iniciadores OPN-3, OPZ-17 e OPE-17, revelaram
grande ndmero de fragmentos polimorficos, indicando que existe elevada variabilidade
genética entre individuos e que esta é variavel de acordo com o iniciador utilizado. Nas
figuras 5 a 7, sdo apresentados os diferentes perfis obtidos com os trés iniciadores das
populacdes analisadas. A biodiversidade molecular das populagdes foi caracterizada através
da proporc¢éo de loci polimdrficos e heterozigosidade observada, 0s quais corresponderam em
média a 80,00% e 0,294, respectivamente. Os indices de variabilidade genética revelaram

maior diversidade na populacdo de Barra de Santana (P = 93,33 %; H, = 0,373) e menor na
populacdo de Cuité (P = 60,00%; H, = 0,171) (Tabela 5).
M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 5. Gel de agarose 1,4 % corado com brometo de etidio mostrando o padréo dos
fragmentos amplificados através de PCR-RAPD de individuos de Aedes aegypti,
obtidos com o iniciador OPN-3.
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Figura 6. Gel de agarose 1,4 % corado com brometo de etidio mostrando o padréo dos
fragmentos amplificados através de PCR-RAPD de individuos de Aedes aegypti,
obtidos com o iniciador OPZ-17.

M123 45 678 91011121314 1516171819

Figura 7: Gel de agarose 1,4 % corado com brometo de etidio mostrando o padréo dos
fragmentos amplificados através de PCR-RAPD de individuos de Aedes aegypti,
obtidos com o iniciador OPE-17.
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Tabela 5. Anadlise da diversidade genética de populacbes de Aedes aegypti, por
localidade, nimero de individuos analisados (N) e medidas de variabilidade genética:
porcentagem de loci polimorficos (P) e heterozigosidade observada (H,) obtidas por

RAPD

Populaces N (P) % Ho

Barra de Santana 14 93,33 0,373
Alcantil 15 80,00 0,314
Pedra Lavrada 15 90,00 0,337
Santa Luzia 15 70,00 0,261
Livramento 15 83,33 0,325
Queimadas 15 86,67 0,325
Monteiro 15 90,00 0,271
Campina Grande 8 66,66 0,266
Cuité 9 60,00 0,171
Média 80,00 0,294

A alta diversidade genética observada na populacdo de Barra de Santana pode ser
explicada devido a cidade ter uma aproximidade com os municipios de Campina Grande-PB
(maior cidade do interior da Paraiba) e Toritama-PE (pdlo comercial téxtil). Esta localizacdo
geografica favorece o fluxo de pessoas e mercadorias nesta regido, facilitando, portanto, a
dispersdo das populacbes de A. aegypti. As caracteristicas dessas duas cidades podem estar
favorecendo o aumento do fluxo génico entre as populacfes de A. aegypti. Contrariamente, 0s
valores baixos de diversidade genética obtidos para as populacdes de Cuité e Campina
Grande, sugerem um declinio populacional, indicando que estas populacdes de A. aegypti
podem ter sofrido um bottleneck (efeito gargalo) recente.

No entanto, a estruturacdao genética encontrada na populacdo de A. aegypti de Campina
Grande ndo esta associada ao isolamento geogréafico, visto que as rodovias BR-230 e BR-104
oferecem boas condicBes de acesso a esta cidade. Além disso, Campina Grande é uma cidade
turistica e possui um pdlo tecnolégico e educacional que permitem um grande fluxo de
pessoas. Por esta razdo, esperava-se que a populacdo de A. aegypti de Campina Grande
apresentasse um alto nivel de polimorfismo genético, o que na realidade ndo foi observado.
No entanto, tal situagdo sé pode ser consistente com duas hipéteses: 1) a populacdo de A.
aegypti de Campina Grande poderia ter sido mantida com poucos individuos devido a
aplicacdo constante de inseticidas gerando repetidos eventos de bottlenecks; ou 2) a populagéo
de A. aegypti de Campina Grande teria sido fundada por poucos individuos e se mantido com
um baixo tamanho efetivo de populagdo. As duas situacdes resultam na reducdo da
variabilidade genética por deriva genética (HARTL & CLARK, 1997).
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A heterozigosidade média entre os 30 loci de RAPD (H,= 0,294) foi semelhante aos
estudos de Hiragi et al. (2009) com populacdes de A. aegypti de Bthek (originaria da criacdo
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia) e Planaltina, provenientes do Distrito
Federal e a populacdo Rock, originaria da Florida, onde a heterozigosidade foi de 0,2636 dos
10 loci anlisados de RAPD. Portanto foi bem menor do que em andlises de populacdes
brasileiras com 21 (H, = 0,388) (PADUAN et al., 2006) e 27 loci de RAPD (H, = 0,390)
(AYRES et al., 2003), populacdes de Porto Rico, com 57 loci de RAPD (H, = 0,354)
(APOSTOL et al., 1996) e populacdes dos Bairros de Coérdoba (Argentina), com 50 loci de
RAPD (H, = 0,351-0,404) (JULIO et al., 2009). Em estudos com populagdes da Tailandia, a
heterozigosidade foi de (H, = 0,071), o valor bem inferior do que no presente estudo
(SUKONTHABHIROM et al., 2009).

A sensibilidade na deteccdo de polimorfismos com RAPD é muito eficiente para a
identificacdo de genltipos e obtengdo de “fingerprints” gendémicos (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998). Os polimorfismos podem ser provenientes de pequenas alteracdes
na seqiiéncia de DNA de diferentes individuos, decorrentes de mudancas na seqiéncia do sitio
de iniciacéo (insercdes/delecdes/substituicdes) ou de alteragdes que modifiqguem o tamanho da
sequéncia a ser amplificada (insercdes/delecbes). Assim, diferengas em apenas um par de
bases podem ser detectadas pela técnica RAPD (WILLIAMS et al., 1990), e por isso grande
nimero de polimorfismos pode ser revelado em individuos aproximamente relacionados,
inclusive irmaos.

O uso de inseticidas, a construcdo de moradias propriciando o aumento populacional,
0 aparecimento de criadouros artificiais permanentes, podem ser acdes que alterem a estrutura
populacional de A. aegypti. Apesar disto, estas diferencas podem ser muito sutis dependendo
do estagio de isolamento reprodutivo.

A heterozigosidade média entre as populacbes de A. aegypti estd em torno de 0,29,
indicando que o0s mosquitos coletados em locais diferentes apresentam moderada
diferenciacdo genética, por outro lado, a diferenciacdo entre os mosquitos coletados em
diferentes localidades pode indicar modificagGes na estrutura populacional desta espécie em
decorréncia da agédo antrépica. Os padrdes de desenvolvimento ndo apresentaram variagdes
quanto as fases de ovo, larva, pupa e razdo sexual e em relacdo aos parametros da fase adulta
revelou pouca variagcdo, que é corroborado pela andlise da estrutura genética dessas
populagbes que revelou baixa diferenciacdo genética. Wondji et al. (2005) ao avaliar a
estrutura populacional de Anopheles arabiensis em uma regido dos Camardes durante a

implementacao do uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas, ndo observou diferencas
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significativas e a pequena diminuicdo no tamanho estimado da populagdo que ocorreu logo
apos a implementacdo dos mosquiteiros, rapidamente retornou aos valores anteriores.

Os polimorfismos observados entre individuos de mesma geracdo podem estar
associados ao tipo de reproducdo exibido pelas espécies, tendo em vista que a reproducéo
sexuada constitui-se num dos principais mecanismos para produzir individuos geneticamente
diferentes. Em organismos com esse tipo de reproducdo, o numero de polimorfismos
detectados pela PCR-RAPD ¢é grande e os loci considerados polimdrficos podem estar
presentes em um ou ambos organismos. Ja em espécies de insetos partenogenéticos
(reproducdo assexuada), os individuos irmdos sdo geneticamente idénticos (clones) e por isso
possuem mesmo padrdo de bandas RAPD. Em Diuraphis noxia (Mordvilko) (Hemiptera,
Aphididae), por exemplo, Black et al. (1992) observaram que distintas ninfas geradas a partir
de uma mesma fémea, ndo possuiam diferencas quanto aos perfis RAPD.

Ballinger-Cabtree et al.(1992) apontam que em A. aegypti, embora o nimero total e
tamanho dos fragmentos variem entre individuos irméos, os fragmentos presentes na geracéo
F1 sdo observados nos progenitores. Outra possibilidade para explicar o numero de
fragmentos polimdrficos entre individuos irmdos, nas espécies analisadas, envolve a copula
com mais de um macho.

O estudo da variabilidade entre individuos da mesma espécie, através da técnica PCR-
RAPD, permite o reconhecimento de fragmentos variaveis dentro da espécie, e que poderiam
ser erroneamente utilizados como caracteres taxonémicos para identificacdo de espécies
semelhantes, especialmente quando poucas amostras sdo analisadas. Além disso, permite o
melhor entendimento da variabilidade dentro e entre diferentes populacdes, ou seja, se certa
heterogeneidade quanto aos fragmentos amplificados é observada entre individuos de mesma
geracdo filial, conseqiientemente, grande variabilidade genética entre individuos de uma
populacédo local ou de localidades diferentes também é esperada.

Gorrochotegui-Escalante et al. (2000) determinaram taxas de fluxo génico entre 10
populacBes de A. aegypti de sete localidades ao longo da costa nordeste do México através do
uso de marcadores RAPD e da analise de um fragmento do gene mitocondrial ND4. Sete
hapldtipos foram detectados e as anélises filogenéticas indicaram a presenca de dois clados
independentes bem suportados. Os marcadores RAPD indicaram que as populagdes estavam
isoladas por distancia.

Ayres et al.(2002) utilizando a técnica de RAPD em populagdies de A. albopictus
oriundas de trés estados brasileiros (Rio de Janeiro, Minas Gerais e Pernambuco) revelaram
que as populacbes do Rio de Janeiro e Minas Gerais eram similares geneticamente quando

comparadas as populacdes de Pernambuco. Os autores concluiram também que a
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variabilidade genética observada nas populagdes brasileiras era resultante de um balanco entre

a deriva genética e um fluxo génico restrito nessas populacdes.

5.6 Dendrograma construido pelo método UPGMA e Distancia genética de Nei

(1978), mostrando o relacionamento entre as populac6es de Aedes aegypti.

O dendrograma construido através do método UPGMA a partir da distancia genética
(Figura 8) sugere a presenca de trés grupos, o primeiro formado pelas populagdes de
Queimadas, Monteiro, Santa Luzia e Livramento, o segundo formado pelas populagdes de
Barra de Santana, Pedra Lavrada e Alcantil, e o terceiro formado pelas populacdes de
Campina Grande e Cuité.

Populagdes estruturadas geralmente mostram equilibrio dindmico entre fatores que
favorecem a diferenciagdo (mutagdo, deriva e selecdo natural direcional ou disruptiva,
diferente em cada area) e fatores homogeneizadores (migracdo e selecdo natural balanceada
ou diferencial, uniforme em cada 4rea) (SOLE-CAVA, 2001). No presente estudo, a presenca
de trés agrupamentos, sugere que essas populagdes podem estar sob processo de diferenciagéo

genética direcionada por fatores ecoldgicos, evolucionarios e historicos.
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Figura 8. Dendrograma construido pelo método UPGMA, baseado na distancia genética de
Nei (1978), mostrando o relacionamento entre as populagdes estudadas de A. aegypti.

Considerando os valores limites de distancia genética adotados por Ayala (1975) e
Schaffener et al. (2000), as distancias genéticas obtidas nesta investigacdo, foram baixas
(0,1060-0,3840) (Tabela 6), e dentro do limite esperado para o nivel de espécie. Isto sugere
que as populacdes analisadas sdo geneticamente similares e constituem uma mesma espécie.

A diferenciacdo genética entre as populagdes calculada através da distancia genética
de Nei (1978) demonstrou maior distancia genética entre amostras de Monteiro e Cuité
(0,3840) e menor distancia entre as amostras de Queimadas e Campina Grande (0,1060)
(Tabela 6). As baixas distancias genéticas observadas entre as amostras podem estar
relacionadas a proximidade entres as localidades estudadas, a qual permite a troca de material
genético entre populacdes mediante a migragdo passiva do vetor.
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Tabela 6. Distancia genética de Nei (1978) calculada entre as populacGes de Aedes aegypti.
BRS: Barra de Santana; AL: Alcantil; PL: Pedra Lavrada; SL: Santa Luzia; LIV: Livramento;
QM: Queimadas; MT: Monteiro; CG: Campina Grande; CT: Cuité.

BRS AL PL SL LIV QM MT CG CT

BRS | **x**

AL | 0,1643 Fx***

PL 10,1524 0,1621 *****

SL |0,2159 10,3054 0,2550 *****

LIV |0,1988 0,2555 0,2314 0,1778 *****

QM |[0,1733 0,2481 0,2167 0,1940 0,2163 *****

MT | 0,1465 0,2426 0,2851 0,1990 0,1895 0,1197 *****

CG |0,1636 0,2087 0,1760 0,2855 10,2876 0,1060 0,1971 *****

CT |0,2207 0,3139 0,2355 0,3318 0,3355 10,3293 0,3840 0,1634 *****

5.7. Analise da variancia molecular (AMOVA)

A andlise da variancia molecular (AMOVA) foi utilizada para detectar a variacdo
genética dentro e entre as populacBes. De acordo com os resultados verificou-se que somente
33% da variacdo ocorre entre as populacdes e que a maior variancia, 67%, ocorre entre
individuos dentro das populacGes (Tabela 7).

Os indices de diversidade genética heterozigosidade H, e polimorfismos sugerem
elevada variacdo genética intrapopulacional. Esta condigdo foi corroborada pela anélise de
variancia molecular (AMOVA) que atribuiu 67% da variacdo a fatores intrapopulacionais.
Apartir da analise de 18 loci isoenzimaticos também foi verificado, em populacbes desse
culicideo de quatro vizinhangas da cidade de Manaus, AM, que apesar de elas serem
semelhantes geneticamente (D = 0.003 a 0.016), a diferenciacao de 4,88% entre as populacdes
foi significante, sendo que a analise molecular revelou maior variabilidade dentro das
populagdes (FRAGA et al., 2003).

O elevado indice de variabilidade genética em populagdes de insetos vetores tem
importantes implicacfes no mecanismo de transmissao da dengue, pois estas variacdes podem
causar diferencas na susceptibilidade ao virus da dengue (HERRERA et al., 2006). Lourengo-
de-Oliveira et al. (2004) verificaram a estrutura genética de populacdes e a susceptibilidade

dos insetos ao virus da VDEN-2 e relataram que as populacBes A. aegypti de diferentes
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regides do Brasil sdo geneticamente heterogénica dentro da maioria das regides, ocasionando

heterogeneidade em relagédo a taxa de infeccdo ao VDEN-2.

Tabela 7. Analise de variancia molecular (AMOVA) em nove populacdes de Aedes aegypti
do semi-arido paraibano -Brasil.

Fonte de Variacéo GL SQ CV  Variacdo (%) Indice de Fixacdo P
Entre as populacgdes 8 257,98 2,267 33 Gs1=0,327** < 0,001
Dentro das populagbes 101 471,90 4,672 67
Total 109 729,98 6,939 100

GL=graus de liberdade; SQ = Soma do quadrado dos desvios; CV= Componentes de variacao;
P = significancia

A analise de estrutura geneética realizada nas amostras estudadas revelou uma
diferenciacdo genetica significativa. Estes resultados correspondem ao elevado nivel de
estruturacdo genética verificada atraves de RAPD em dezesseis populacfes de A. aegypti
coletadas em diferentes estados do Brasil considerando o nivel de macro e microrregies
(AYRES et al., 2003). Paduan et al. (2006) também relataram elevados niveis de
diferenciacdo genética entre populacdes coletadas em seis estados brasileiros, bem como entre
municipios de um mesmo Estado.

Segundo Paupy et al. (2005), a ocorréncia de baixa diferenciacdo genética entre as
populacdes pode ser influenciada pela abundéncia de pontos de oviposicdo. Pois, a dispersdo
de A. aegypti pode ser determinada pela procura de locais para postura dos ovos.

Estes autores também descrevem que a estrutura genética de populacdes de mosquitos
pode ser influenciada por fatores climaticos, aplicacdo de inseticidas e criadouros artificiais.
De acordo com Paduan et al.,, (2006), populacdes com caracteristicas semelhantes a
encontrada no presente trabalho onde ocorrem elevados indices de diversidade dentro das
populacdes e baixa diferenciacdo entre estas, sdo consequéncia da recente introducdo desta
espécie no Brasil, a qual ocorreu provavelmente com elevado ndmero de individuos. A
variabilidade genética (entre populacdes e também entre individuos dentro das populacdes)
possibilita a sobrevivéncia e o0 sucesso em responder as mudangas ambientais, bem como a
melhor utilizacdo do ambiente, pois produz plasticidade, tornando possivel a utilizacdo de
diferentes recursos e microhabitats (ALMEIDA et al., 2003).

Os resultados apresentados neste trabalho podem ter implicacdes no controle da
dengue. Em é&reas urbanas, o uso continuo de inseticidas pode resultar em populacGes

bottleneck e/ou populagbes fundadas com poucos individuos, via recolonizagdo, 0s quais
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podem causar mudancas genéticas nas populagdes de A. aegypti, ocasionando diferencas na
capacidade vetora. Estudos demonstram uma correlacdo entre estrutura genética de
populacdes e a capacidade vetora em A. aegypti (BEERNTSEN, et al., 2000; FAILLOUX et
al., 2002). Portanto, conhecer a estrutura genética das populacdes de A. aegypti em cada
regido do semi-arido paraibano podera ser o primeiro passo para se estudar a capacidade de
transmissdo da dengue por esse vetor, auxiliando no melhor entendimento da dindmica de

transmisséo da dengue.
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6.0 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos com 10 populacGes de A. aegypti do semi-arido paraibano,

conclui-se que:

1) As populacGes de A. aegypti avaliadas ndo apresentaram padrbes de desenvolvimento

diferenciados no ciclo aquatico em relacdo as suas localidades, merecendo maior
investigacdo nesse sentido, de modo que se possam produzir mais informagoes que

auxiliem no controle do vetor;

2) A técnica de RAPD mostra-se efetiva para avaliar as variagdes genéticas em

3)

populacdes de Aedes aegypti e os primes utilizados podem servir como potenciais

ferramentas para auxiliar no controle da dengue;

Os indices de diversidade genética heterozigosidade Ho e polimorfismos sugerem
elevada variacdo genética intrapopulacional. Tal fato possivelmente indicam
constantes migracoes de individuos para as localidades estudadas com elevado nimero

de individuos;

4) Valores baixos de diversidade genética para a populacdo de Campina Grande e Cuité

indicam a ocorréncia de um ou bottlenecks (efeito gargalo) recentes.
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