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    Sinopse: 
 
       Estudou-se a diversidade genética de populações de Aedes albopictus na 

cidade de Manaus, Amazonas, Brasil. Foram inferidos dados como fluxo gênico, 

diversidade haplotípica e nucleotídica e valores de FST. Sessenta e oito 

indivíduos foram seqüenciados e analisados, revelando uma baixa variabilidade 

genética. Os haplótipos encontrados foram comparados com haplótipos 

encontrados em localidades de outros estudos. 

 
   Palavras-chave: variabilidade genética, fluxo gênico, estrutura genética. 
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Resumo 
 
         O Aedes albopictus, conhecido como “tigre asiático”, é uma das espécies 

da família Culicidae que representa preocupação na saúde pública. No Brasil, a 

presença deste mosquito foi registrada pela primeira vez em 1986 no Estado do 

Rio de Janeiro, sendo atualmente encontrado em pelo menos 19 Estados do 

território nacional, ocorrendo predominantemente nas periferias urbanas e 

localidades semi-rurais. Em condições experimentais, o Ae. albopictus é capaz 

de transmitir 22 arboviroses, entre elas, o dengue e a febre amarela. No Brasil, 

estudos de genética de populações com Ae. albopictus foram realizados nos 

Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Maranhão, Espírito 

Santo, Santa Catarina, Bahia, Paraná, e Pernambuco. Nas demais localidades 

ainda existem uma grande necessidade de se elucidar a estrutura genética das 

populações deste mosquito. Diante disso, torna-se importante o conhecimento 

da diversidade dentro e entre as populações para que se possa compreender a 

biologia e melhor planejar o controle do transmissor de acordo com cada 

localidade. Neste trabalho foram estudadas a variabilidade e estrutura genética 

de populações de Ae. albopictus, baseando-se no polimorfismo do gene ND5 do 

DNA mitocondrial. Foram estudadas populações provenientes de cinco bairros 

de Manaus (AM): Coroado, Cidade de Deus, Cidade Nova, Compensa e 

Mauazinho. Dos 68 indivíduos seqüenciados, observou-se 2 haplótipos. Os 

valores de diversidade genética foram baixos para todas as populações. No 

entanto, a população de Mauazinho foi a que apresentou os maiores índices (h = 

0,385 ± 0,0201; π = 0,00089 ± 0,00031). O teste de neutralidade, D de Tajima, não 

foi significativo para nenhuma das amostras, indicando que o polimorfismo 

genético está de acordo com o modelo neutro de mutações. O teste de 

neutralidade Fs de Fu, também não foi significante, sugerindo que as 

populações não se encontram em expansão. A AMOVA revelou que a maior 

parte da variação ocorreu dentro das populações (99,08%).  De forma 

semelhante aos resultados da AMOVA, os valores de FST foram baixos para 

todas as comparações, com exceção da comparação entre as populações da 



 

 

viii

Compensa e Mauazinho, sugerindo pouca estrutura genética para Ae. albopictus 

da cidade de Manaus. O teste de Mantel indicou correlação entre distâncias 

genética e geográfica (r = 0,598; P = 0,039). A análise do dendrograma indicou 

dois grupos de populações, associados à presença e ausência do haplótipo 2: I) 

Cidade de Deus, Cidade Nova e Compensa possuíam um ou nenhum individuo 

portanto o haplótipo 2 e II) Coroado e Mauazinho possuíam dois ou mais 

indivíduos com o haplótipo 2. Esses resultados, unidos ao fato dos dois 

haplótipos encontrados serem compartilhados com populações de outras 

regiões distintas, sugerem a ocorrência de ao menos duas introduções de Ae. 

albopictus em Manaus: uma provavelmente oriunda da costa Sul e Sudeste do 

Brasil, e a outra do litoral da Flórida, nos Estados Unidos. 
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Abstract 
 
         Aedes albopictus, known as "Asian tiger", is one of the mosquito species 

that represents a fundamental role in public health. In Brazil the presence of the 

Ae. albopictus was first recorded in 1986, on the Rio de Janeiro State. Actually, 

this specie has been found in 19 states, most predominantly in urban 

neighborhoods and semi-rural locations. In experimental conditions the Ae. 

albopictus has competence for the transmission of 22 arboviruses, including 

dengue and yellow fever. In Brazil, genetic studies of populations with 

Ae.albopictus was realized in the states of Rio de Janeiro, Minas Gerais, Rio 

Grande do Sul, Maranhão, Espírito Santo, Santa Catarina, Bahia, Paraná, and 

Pernambuco. However, in the Amazonas State, nothing is known about the 

genetic population structure of this vector. In this context, it is important to 

elucidate the diversity within and among populations for understand the biology 

and develop better control strategies of the vector according to each locality. The 

objective of this study was to estimate the variability and genetic structure of 

populations of Ae. albopictus, based on the polymorphism of the gene ND5 of 

mitochondrial DNA. We studied five populations, from five districts of Manaus 

(AM): Coroado, Cidade de Deus, Cidade Nova, Compensa and Mauazinho. We 

analyzed 68 sequences of 430 base pairs, and were found 2 haplotypes. The 

values of genetic diversity were low for all populations, and the Mauazinho 

population showed highest rates (h = 0.385 ± 0.0201; π = 0.00089 ± 0.00031). The 

tests of neutrality, Tajima’s D and Fu’s F were not significant for all samples, 

indicating that the genetic polymorphism is consistent with the model of neutral 

mutations, and the populations are not in expansion. The AMOVA revealed that 

most of the variation occurs within populations (99.08%). The correlation 

between genetic distance and geographical distance was positive and significant 

(r = 0.598, P = 0.039). The population’s dendrogram showed two groups. These 

results, and the evidence of the two haplotypes shared with populations from 

others regions, indicate the occurrence of at least two distinct introductions of Ae. 
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albopictus in Manaus: one by populations from the Brazil’s south and 

southeastern coast, and another from the Florida‘s coast, United States. 
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Introdução 
 
1.1 O Aedes albopictus 
 
         A família Culicidae apresenta várias espécies de interesse médico. 

Durante o hematofagismo, que geralmente ocorre no horário noturno, estes 

mosquitos freqüentemente perturbam o repouso do hospedeiro, podendo 

inclusive transmitir diversas enfermidades tais como viroses, protozooses e 

helmintoses (Neves, 1976). 

         Dentro desta família já foram descritas mais de 3500 espécies de 

mosquitos (Beaty e Marquardt, 1996), que se encontram agrupadas em duas 

subfamílias: Anophelinae e Culicinae (Knight e Stone, 1977). Esta última 

compreende vários gêneros de importância epidemiológica, dentre eles o gênero 

Aedes, que engloba centenas de espécies, as quais apresentam distribuição 

mundial. Dentro dos aedíneos, uma das espécies mais importantes do ponto de 

vista epidemiológico é o Aedes albopictus (Figura 1). Como todo culicídeo, seu 

ciclo de vida é constituído por quatro estágios: ovo, larva (com quatro estádios 

larvais), pupa e adulto, podendo variar de 10 a 15 dias (Figura 2).  

 

 
 

         Figura 1. Fêmea de Aedes albopictus (www.invasive.org). 
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         Esta espécie no estágio adulto caracteriza-se por ter o corpo de coloração 

negra com tarjas claras, diferenciando-se do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) 

principalmente por apresentar um desenho de escamas branco-prateadas, 

formando uma linha reta e longitudinal ao longo do escudo (Figura 1), enquanto 

este último apresenta na mesma estrutura uma marcação de escamas claras em 

formato de uma lira (Consoli e Lourenço-de-Oliveira, 1994). O Ae. albopictus 

apresenta hábito crepuscular, diurno, e eclético quanto ao repasto sanguíneo, 

tendo o homem e as aves como seus principais hospedeiros (Consoli e 

Lourenço-de-Oliveira, 1994) e sendo uma espécie comum em ambientes 

periurbanos e semi-rurais. 

  
Figura 2. Representação esquemática do ciclo biológico de Aedes albopictus. 

Adulto 

Ovos 

Larva 

Pupa 
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         As larvas têm como habitat pequenas coleções de água parada, com 

pouca matéria orgânica em decomposição, localizadas em criadouros 

sombreados, em recipientes artificiais como pneus ou habitats naturais como 

ocos de árvores, 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).  

Aedes albopictus é uma espécie de origem asiática, concentrada no 

Sudeste do continente até os limites com a Cordilheira do Himalaia (Forattini, 

2002). Esse mosquito foi introduzido no Brasil na década de 80, provavelmente 

através do transporte passivo de ovos por meio do comércio mundial de pneus 

oriundo de populações do Japão, de acordo com as análises da genética 

populacional (Kambhampati et al., 1991).  

Segundo a Fundação Nacional de Saúde (FUNASA) e a Secretaria de 

Estado de Saúde do Amazonas (SUSAM), no Estado do Amazonas, o primeiro 

registro de Ae. albopictus ocorreu em junho de 1996, no município de Tabatinga, 

onde foi temporariamente eliminada, sendo porém novamente encontrada em 

1997, tanto no município de Tabatinga quanto em Letícia, também no Estado do 

Amazonas (Velez et al., 1998). Em 2002 foi encontrada pela primeira vez em 

área urbana do município de Manaus (Fé et al., 2003; Santos, 2003). Estudos 

posteriores realizados neste município registraram 42 pontos de ocorrência de 

Ae. albopictus, com uma extensa distribuição na periferia e maior densidade da 

espécie na interface mata/perímetro urbano e periurbano. Neste trabalho, o Ae. 

albopictus foi registrado em 12 das 21 áreas de mata analisadas e em 30 pontos 

de área urbana visitadas por Agentes de Endemias (FAD)  (Sá, 2004). Já em 

localidades mais urbanizadas, como os bairros de Flores, Chapada, Coroado e 

Tancredo Neves, em Manaus, este culicídeo ocorreu com menor freqüência, 

sendo o Ae. aegypti a espécie predominante (Rios-Velásquez et al., 2007).  

 
1.2 Implicações epidemiológicas 
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         No continente asiático, Ae. albopictus representa um grande transtorno à 

saúde da população, pois é considerada o vetor principal do dengue em 

epidemias ocorridas no Japão, Indonésia, Seychelles, Tailândia, Malásia 

(Hawley, 1988) e posteriormente também no Havaí (Effler et al., 2005). 

         Em território nacional, o Ae. albopictus pode vir a ser um sério problema à 

saúde pública do país devido ao importante papel que desempenha na 

transmissão de arboviroses, apresentando freqüentemente uma alta 

susceptibilidade a certos vírus, inclusive em alguns casos superior à do Ae. 

aegypti (Mitchell, 1995). Além de apresentar uma elevada antropofilia, foi 

demonstrado que essa espécie apresenta a capacidade de transmissão vertical 

para os sorotipos 2 e 3 do vírus dengue (Ibanez-Bernal et al., 1997). Tem sido 

também incriminada como vetor de febre amarela no continente americano (Rai, 

1991). De acordo com Consoli e Lourenço-de-Oliveira (1994), o Ae. albopictus 

poderia introduzir o vírus da febre amarela em meios urbanos devido ao fato 

desta espécie ser capaz de colonizar diferentes tipos de ambientes. Apesar de 

ainda não ser possível incriminar o Ae. albopictus como vetor do dengue nas 

populações humanas das Américas, a transmissão deste vírus pelo Ae. 

albopictus já foi observada em laboratório (Rosen et al., 1983; Mitchell e Miller, 

1990) e no Brasil apresentou um taxa de 22% de infecção de Dengue sorotipo 2 

em exposição experimental (Lourenço-de-Oliveira et al., 2003) . Também foi 

isolado vírus do dengue sorotipo 1 em larvas de Ae. albopictus na cidade de 

Campos Altos, no Estado de Minas Gerais (Serufo et al., 1993).  

         Na América do Norte, o Ae. albopictus foi encontrado naturalmente 

infectado  pelos vírus Potosi e da encefalite eqüina tipo leste (EEE) (Mitchell et 

al., 1990; 1992). É também responsável pela transmissão dos vírus Ross River e 

Chikungunya (Gubler et al., 2001). No Estado da Pensilvânia, nos Estados 

Unidos, foi isolado o vírus do Nilo Ocidental de espécimes coletados em campo 

(Holick et al., 2002).  

         O Ae. albopictus possui capacidade vetorial para o Plasmodium 

gallinaceum e P. lophurae, agentes etiológicos que causam a malária aviária, 
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fazendo com que este mosquito seja um modelo indicado para estudos de 

malária experimental (Forattini, 2002). 

         Em relação às helmintoses, o Ae. albopictus é apontado como vetor 

eficiente da Dirofilaria immitis, nematódeo causador da dirofilariose canina 

(Forattini, 2002). No entanto, estudos realizados nos Estados Unidos 

demonstram que a susceptibilidade e refratariedade à D. immitis variam de 

acordo com as diferentes localidades onde se encontra o mosquito (Apperson et 

al., 1989; Estrada-Franco e Craig, 1995). 

 

 1.3 Genética de populações de Aedes albopictus 
 

         A variabilidade genética em mosquitos tem sido bastante estudada, 

apresentando diferenças nas populações de uma espécie de acordo com a 

região onde é encontrada. Tal variabilidade pode ser atribuída à adaptabilidade 

a fatores climáticos tais como: temperatura, umidade relativa do ar, índice 

pluviométrico, àqueles referentes ao relevo, vegetação, ou mesmo por ações 

antrópicas como urbanização, poluição ambiental, desmatamento e o uso de 

produtos químicos. As condições ambientais, incluindo importantes variáveis 

climáticas desempenham um importante papel nas populações de diversos 

organismos (Whittaker, 1975). Os insetos, em particular os terrestres, são 

severamente afetados pelas mudanças de gradientes devido à dependência de 

importantes variáveis, como taxa de crescimento e tempo de desenvolvimento 

(Hodkinson, 2005). Estudos têm demonstrado o papel destas variáveis na 

estrutura genética dos insetos (Levitan, 1978; Etges, 1984; Burla et al., 1986; 

Liebherr, 1986; Peterson, 1995).        

         Estudos izoenzimáticos realizados em 18 populações de Ae. albopictus da 

Itália, quatro populações dos Estados Unidos, quatro populações da Indonésia e 

quatro populações do Japão mostraram que dos 18 loci estudados, 15 

apresentavam polimorfismo e sugeriram a existência de deriva genética, além de 

apontar alta similaridade genética entre as populações da Itália e dos Estado 

Unidos, reforçando a hipótese de que a introdução desta espécie nestes países 
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ocorreram de modo semelhante (Urbanelli et al., 2000). Em 22 loci 

isoenzimáticos de seis populações da Tailândia, Chareonviriyapha et al. (2004) 

observaram um fluxo gênico limitado, sugerindo uma dispersão geográfica lenta.  

         Também por análise de isoenzimas, Lourenço-de-Oliveira et al. (2003) 

estudaram populações de Ae. albopictus originárias do Brasil, dos Estados 

Unidos e das Ilhas Caimam, onde observaram fluxo gênico restrito e alta 

diversidade genética entre as populações brasileiras e norte-americanas. 

Populações de Ae. albopictus provenientes de Minas Gerais, Rio de Janeiro e 

Pernambuco foram analisadas por Ayres et al. (2002) através da técnica de 

RAPD, onde as populações dos Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro 

apresentavam maior similaridade genética, além de constatarem um fluxo gênico 

restrito entre todas as populações. Nestes mesmos Estados, Guedes (2006) 

utilizou como marcadores os genes mitocondriais Citocromo oxidase II (COII) e 

Nicotinamida adenina dinucleotídeo desidrogenase subunidade 4 (ND4) e 

constatou que as populações de Ae. albopictus nessas localidades encontram-

se sob forte influência de deriva genética, e que as populações de Minas Gerais 

e Rio de Janeiro são idênticas, pois apresentam os mesmos haplótipos para o 

ND4.  

         Ainda com DNA mitocondrial, Birungi e Mustermann (2002) estudaram 

populações dos estados Unidos, do Brasil, de Madagascar, da Malásia, da 

Indonésia e do Japão utilizando o gene ND5 e verificaram uma baixa variação 

genética nas populações e uma alta similaridade entre as populações do Brasil e 

dos Estados Unidos, porém com evidências de possibilidade de diferentes 

introduções. Em populações norte-americanas de Ae. vexans, estudadas com o 

emprego do gene ND5, foram  encontrados 40 haplótipos (Szalanski et al., 

2006). Fonseca et al. (2001) analisaram populações de Ae. japonicus 

proveniente dos Estados Unidos e do Japão utilizando o gene ND4 e 

encontraram 15 haplótipos.  

         As diferenças genéticas entre as populações de Ae. albopictus podem 

implicar desde populações com maior susceptibilidade e competência vetorial 

para agentes patogênicos até populações refratárias, como sugere o estudo 
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realizado por Lourenço-de-Oliveira et al. (2003). Pode representar também uma 

maior capacidade de dispersão e reprodução, resultando em populações mais 

adaptadas que outras, além das interações entre vetor, hospedeiro e parasita 

(Reisen et al., 1997; LaPoint et al., 2005). A diversidade genética de uma 

espécie poderá facilitar o surgimento de populações resistentes a inseticidas e a 

entomopatógenos utilizados no controle populacional de mosquitos (Coleman et 

al., 2002).  

 

1.4 Uso de DNAmt como marcador molecular 
 
         O DNA mitocondrial (DNAmt) vem sendo largamente utilizado para inferir a 

variabilidade genética, fluxo gênico e historia evolutiva em diversos grupos de 

organismos (Avise, 1994, Spanos et al., 2000). Em mamíferos, esse marcador 

também tem sido utilizado para estudos de sistemática molecular (Adoutte, 

1999) assim como têm sido empregado com sucesso em insetos (Xiang e 

Kocher, 1991; Kambhapati, 1995; Tang et al, 1996; Tang e Unnasch, 1997).         

É uma molécula circular fechada presente nas mitocôndrias, com tamanho 

estimado de ~ 16.569 pb e 37 genes (Lang et al., 1999; Boore, 1999) que 

codificam 22 RNAts, 2 RNArs, e 13 proteínas envolvidas no transporte de 

elétrons e na fosforilação oxidativa (Wallace, 1986) (Figura 3). Há uma região 

controle (D-loop), de tamanho aproximado de 1 Kb responsável pela iniciação da 

replicação e transcrição. O arranjo gênico no DNAmt geralmente aparenta-se 

estável, embora diferenças na ordem dos genes servem para distinguir alguns 

taxa em animais superiores (Desjardins  Morais, 1990; Okimoto et al., 1992; 

Pääbo et al., 1991).   

 O DNAmt possui características próprias, tais como semi-autonomia, 

possui sistema independente de replicação, transcrição e tradução de seu 

genoma e herança predominantemente materna (Wallace, 1992), além de uma 

taxa de evolução maior que a do DNA nuclear (Beaty e Marquardt, 1996), sendo 

portanto utilizado como ferramenta de alta resolução para estudos evolutivos 

(Brown et al, 1979). Tem sido usado também em estudos filogenéticos de 
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insetos (Misof et al., 2000), anfíbios (Morita 1999) e peixes (Richards e Moore, 

1996). Dos genes que constituem o DNAmt, o ND5 (codificante da subunidade 5 

da proteína NADH desidrogenase) é um dos mais variáveis e tem sido utilizado 

para estudos evolutivos intra específicos de anofelinos (Besansky et al., 1997; 

Molina-Cruz et al., 2004). 

 

 
Fig 3. Esquema simplificado do DNA mitocondrial. 

(dob.cicese.mx/.../investigacion.html) 

 

         O DNAmt dos invertebrados possui características semelhantes ao dos 

vertebrados, sendo as principais diferenças observadas no rearranjo dos genes 
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na fita circular (Snutad e Simmons, 2001). É uma molécula haplóide e de 

herança materna e em sua constituição não há íntrons, nem pseudogenes e as 

seqüências duplicadas em geral são raras e de tamanho pequeno e geralmente 

há menos de 10 pares de bases separando seus genes (Attardi, 1985; Gray, 

1989). Representa apenas um quarto do tamanho efetivo da população quando 

comparado ao DNA nuclear, sendo, portanto bem mais sensível aos efeitos da 

deriva genética (Avise, 1994). Devido a essas características, o DNA 

mitocondrial apresenta-se como um marcador molecular extremamente útil para 

estudos de genética populacional. 
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2. Objetivo(s) 
 
          

2.1 Objetivo Geral: 
 
         -Estimar a variabilidade e estrutura genética de populações de Ae. 

albopictus provenientes de cinco bairros da cidade de Manaus: Coroado, Cidade 

Nova, Cidade de Deus, Compensa e Mauazinho. 

 
2.2 Objetivos Específicos: 
 

         -Estimar a variabilidade genética dentro e entre as populações de Ae. 

albopictus e verificar se essas populações encontram-se em expansão. 

 

         -Inferir a extensão do fluxo gênico entre as populações analisadas. 

 

         -Estimar o grau de distância genética entre as populações analisadas. 

 

         -Propor hipótese sobre os possíveis eventos de colonização dessa espécie 

em Manaus. 
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3. Material e Métodos 
 
3.1 Coleta dos espécimes 
     
         As coletas foram realizadas em cinco bairros da cidade de Manaus: 

Coroado (Zona Centro-Sul/ Leste), Cidade de Deus (Zona Norte), Cidade Nova 

(Zona Norte) Compensa (Zona Oeste) e Mauazinho (Zona Leste), conforme 

apresentados na figura 4. A tabela 1 apresenta as coordenadas geográficas e os 

tamanhos das amostras estudadas de cada bairro. Os bairros da Compensa e 

Mauazinho estão localizados na margem do Rio Negro. Os bairros do Coroado e 

da Cidade Nova estão localizados em áreas urbanas, enquanto os bairros da 

Cidade de Deus, Compensa e Mauazinho localizam-se em áreas urbanas e 

periurbanas. Essas localidades foram escolhidas pelo fato de estudos anteriores 

apontarem a ocorrência de Ae. albopictus nesses locais (Sá, 2004).  

         As coletas foram realizadas em criadouros considerados propícios para a 

proliferação do Ae. albopictus, tais como: pneus, recipientes plásticos, ocos de 

árvores, internódios de bambu, tanques de bromélias, além de terem sido 

utilizadas armadilhas do tipo larvitrampa. As armadilhas consistiam de vasinhos 

plásticos (de plantas) de cor preta, que foram distribuídas em diferentes pontos 

ao longo das ruas e/ou avenidas, preferencialmente em locais sombreados, 

protegidos da chuva e contendo água limpa. A distância mínima entre as 

armadilhas foi de aproximadamente 20 metros. As armadilhas eram verificadas 

semanalmente. Foram coletadas amostras de 21 pontos no bairro da 

Compensa, 16 pontos no Coroado, 13 pontos na Cidade de Deus, 12 Cidade 

Nova e 13 pontos em Mauazinho.   
         As formas imaturas (larvas e pupas) de cada ponto (armadilha) foram 

coletadas com o auxílio de redes, peneiras ou conta-gotas e transferidas 

separadamente para frascos de vidro e etiquetados (Figura 6). Em seguida, as 

amostras foram transportadas para o Laboratório de Genética e Evolução de 

Mosquitos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) para 

completar o desenvolvimento e posteriormente identificadas por meio de chave 

dicotômica (Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 1994; Forattini, 2002) (Figura 7). 
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Após a identificação, os espécimes foram acondicionados em microtubos, 

etiquetados e congelados em freezer -80 °C. De cada ponto foram selecionados 

de um a dois indivíduos para as análises do presente estudo.  

 
    Figura 4. Localização dos bairros estudados da cidade de Manaus 

(destacados em vermelho). 

 

         Nas figuras 8, 9, 10 e 11 estão representados as características dos locais, 

onde foram dispostas as armadilhas e obtidos espécimes de Ae. albopictus. 
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Tabela 1. Localização dos pontos de coleta de Ae. albopictus. 

Localidade Abreviação Coordenadas N° de 

indivíduos 

Coroado  

(Zona Leste/ Centro- sul) 

CO 3º 05’ S, 59º 59’ O 13 

Cidade de Deus 

(Zona Norte) 

CD 3º 00’ S, 59º 56’ O 16 

Cidade Nova 

(Zona Norte) 

CN 3º 02’ S, 09º 04’ O 13 

*Mauazinho 

(Zona Leste) 

MA 3º 07’ S, 59º 55’ O 13 

*Compensa  

(Zona Oeste) 

CP 3º 06’ S, 60º 03’ O 13 

*Bairros situados às margens do Rio Negro. 
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Figura 5. Coleta das formas imaturas de Aedes albopictus. 

 
Figura 6. Identificação dos mosquitos adultos. 
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Figura 7. Fotografia de um dos pontos de coleta no bairro do Mauazinho, em 

Manaus. 

 

 
Figura 8. Fotografia de um dos pontos de coleta no bairro da Compensa, em 

Manaus. 
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Figura 9. Fotografia de um dos pontos de coleta localizado na Rua Uirapuru, no 

bairro Cidade de Deus, em Manaus. 

 

 
Figura 10. Fotografia apresentando as características de um dos pontos de 

coleta localizado na Rua Cauamari, no bairro Cidade Nova, em Manaus. 
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3.2 Extração de DNA 
 
         A extração do DNA genômico foi realizada de acordo com o protocolo de 

Collins et al. (1987) no qual os indivíduos (adultos ou larvas de quarto estádio) 

foram macerados individualmente em microtubos (1,5 ml) contendo 100 µL de 

solução tampão composta por: 0,08 M NaCl; 0,16 M de sucrose; 0,06 M de 

EDTA (ácido etileno-diamino-tetracético); 0,5% SDS e 0,1M de Tris-Cl (Figura 

12). Após a maceração, o material foi incubado a 65° C, posteriormente, 

adicionados acetato de potássio (KAc) e, em seguida, centrifugados. O 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o DNA foi precipitado em 

etanol a 95% e, em seguida, armazenado em -20° C, por no mínimo 30 minutos. 

Posteriormente, o material era centrifugado e o etanol descartado, seguindo-se 

de adição de etanol a 70% e centrifugado novamente e descartado. O pellet de 

DNA foi seco em estufa a 37° C. A ressuspensão do DNA foi feita em tampão 

1XTE ou água Milliq e, em seguida, armazenado em freezer -80 °C. 

 
Figura 11. Extração de DNA. 

 
3.3 Amplificação do gene ND5. 

 
         Para a realização da PCR (reação em cadeia da polimerase) foi preparada 

uma reação para cada amostra com volume total de 25µL, contendo 1 bead da 

GE Healthcare (PureTaqTM, Ready-To-GoTM PCR), 1,25 µL de cada primer 

(Forward (6500): 5’-TCCTTAGAATAAAATCCC-3’ e Reverse (7398): 5’- 

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTC-3’), e 1 µL de DNA da amostra e água Milliq 
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autoclavada para completar o volume final de 25L. A amplificação foi realizada 

seguindo-se o programa de amplificação descrito por Birungi e Munstermann 

(2002), previamente empregados no estudo do gene ND5 em Ae. albopictus. 

Todas as amostras foram amplificadas em um termociclador, da marca 

Eppendorf.   

          
3.4 Eletroforese 
 
       Após a amplificação das amostras, os produtos de PCR foram verificados 

por eletroforese em gel de agarose a 1%, com um marcador de peso molecular 

conhecido (Low Mass DNA). Após a corrida, o gel foi corado com brometo de 

etídio por 20 minutos, lavado em H2O Milliq para retirar o excesso de corante e, 

em seguida, visualizado e fotodocumentado (figura 12) em um transluminador de 

luz ultravioleta, Eagle Eye II. 

 

                                       1        2        3       4        5                CN 

     
Figura 12. Produto de PCR amplificado para o gene ND5 das amostras de Ae. 

albopictus do bairro da Cidade de Deus, em Manaus. Eletroforese em gel de 

agarose a 1%. 

400 pb 
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3.5 Purificação do Produto Amplificado 
 

As amostras que amplificaram satisfatoriamente foram purificadas 

utilizando o kit GFX da GE Healthcare, seguindo-se as instruções do fabricante. 

 
3.6 Reação de Seqüenciamento 
 

O seqüenciamento foi realizado no Laboratório Temático de Biologia 

Molecular do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) com o uso do 

kit de seqüenciamento DYEnamicTM ET dye terminator kit (GE Healthcare). Para 

cada amostra foram preparadas duas reações (primer Forward e Reverse), onde 

cada uma consistiu de 5 µL de DNA, 1 µL de primer, 2 µL de ET e 2 µL de água 

Milliq, totalizando um volume total de 10 µL de reação. Forward. Em seguida, a 

placa contendo as amostras foi transportada para o termociclador e, em seguida, 

foi realizada a precipitação. Após a precipitação, a placa foi submetida a uma 

eletro-injeção no seqüenciador automático MegaBACE 1000 analysis System, 

de acordo com o protocolo padrão indicado pelo fabricante.  

 

3.7 Alinhamento das Seqüências 
 
         As seqüências obtidas foram alinhadas com o auxílio dos Softwares 

BioEdit, versão 7.0.5.2, (Hall, 1999) e Chromas, versão 1.42 (Griffith University, 

Queensland, Australia). Após o alinhamento das seqüências Forward e Reverse, 

realizou-se um overlap com a finalidade de se obter uma seqüência consenso de 

cada indivíduo. Todos os indivíduos foram seqüenciados em ambas as direções. 

 

3.8 Análise estatística dos dados 
 
3.8.1 Estimativas da Variabilidade Genética 
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         A estimativa da freqüência dos haplótipos, valores de diversidade 

haplotípica (h) e nucleotídica (π) de cada população, número de sítios variáveis 

(S) e número médio de diferenças nucleotídicas (K) foram calculados com o 

auxílio do programa DnaSP, versão 4.0 (Rozas et al., 2003). Os valores par-a-

par de FST e de Nm (estimativa de fluxo gênico), análise hierárquica (AMOVA) e 

a correlação entre distancias genética e geográfica, pelo teste de Mantel, foram 

calculados no programa Arlequin, versão 3.1 (Excoffier et al., 2006). O valor total 

de Nm foi estimado pelo programa DnaSP , versão 4.10 (Rozas et al., 2003). 

Para verificar se a distancia genética (FST) está correlacionada com a 

distancia geográfica foi utilizado o teste de correlação de Mantel (1967), onde foi 

testada a significância da correlação entre uma matriz de valores FST e uma 

matriz de distancia geográfica entre as localidades, obtida por meio do programa 

Arlequin versão 3.1 (Excoffier et al., 2006). Essa análise foi realizada com 1000 

permutações. As distâncias geográficas foram obtidas por meio do programa 

Google Earth.  

 
3.8.2 Testes de Neutralidade 

 
         Para estimar a neutralidade seletiva das populações aqui estudas foram 

realizados os testes D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997). O 

primeiro teste analisa a variação genética dentro das populações no nível de 

DNA. O cálculo desta variação é obtido a partir da relação entre o número de 

sítios segregantes e o número médio de diferenças nucleotídicas estimado pela 

comparação par-a-par. O teste Fs de Fu também se baseia no polimorfismo do 

DNA, porém leva em consideração o fator do tempo nas mutações que geram 

sítios variáveis, classificando essas mutações como antigas ou recentes. Devido 

a essas características, o teste Fs de Fu é também considerado o mais 

promissor para verificar a existência de crescimento populacional. Os testes de 

neutralidade foram calculados no programa DnaSP, versão 4.10 (Rozas et al., 

2003). 
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3.8.3 Rede de haplótipos 
         A rede de haplótipos foi gerada através do programa TCS, versão 1.21 

(Clement et al., 2000), o qual elimina as seqüências redundantes e constrói o 

cladograma conectando os clados separados por uma única diferença. Quando 

os haplótipos diferem em mais de uma mutação o programa gera haplótipos 

intermediários, representando o haplótipo hipotético, ou seja, inexistente ou não 

amostrado. Para inferir as relações entre os haplótipos obtidos no presente 

estudo com haplótipos procedentes de outras localidades, as seqüências aqui 

encontradas foram comparadas com as seqüências disponíveis no GenBank 

(números de acesso AJ971016-AJ971028; Birungi e Munstermann (2002); 

AY049968-AY049975, Mousson et al. (2005); EU118294-EU118297.  

       

3.8.4 Dendrograma 

 

        O dendrograma de populações foi gerado no programa Mega, versão 3.1, 

seguindo-se o método de Neighbor-Joining (Kumar et al., 2004). Na construção 

desse dendrograma utilizaram-se os valores de FST par-a-par entre as amostras, 

obtidos do Arlequin.  
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4. Resultados  
 
4.1 Distribuição e freqüência dos haplótipos 

 
Um total de 68 indivíduos foi analisado, que resultaram em 68 seqüências 

de tamanho de 430 pares de bases (pb). A amostra com maior número de 

indivíduos analisados foi a do bairro Cidade de Deus, com 16, e os demais 

bairros tiveram 13 indivíduos analisados cada. A composição média de 

nucleotídeos foi de 23,72 % para C + G e de 76,28% para A + T. A composição 

média de cada nucleotídeo está apresentada no gráfico da figura 13, havendo 

maior freqüência dos nucleotídeos A e T. 

No total, foram encontrados dois haplótipos, separados por apenas uma 

mutação (C ↔T), na posição 209 do nosso banco de dados. O haplótipo 1 (H1) 

foi o mais freqüente e foi encontrado em todas as localidades estudadas, 

totalizando 61 indivíduos (89,71%). O haplótipo 2 (H2), que foi encontrado em 

quatro das cinco populações e esteve presente em 7 indivíduos (10,29%) 

apenas. As freqüências absolutas dos haplótipos nas cinco amostras encontram-

se na tabela 2. A freqüência relativa total dos haplótipos e as freqüências 

relativas dos haplótipos em cada bairro estão representadas nos gráficos das 

figuras 14 e 15, respectivamente. 
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A C G T

 
Figura 13. Composição média de nucleotídeos. 
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Tabela 2. Número de indivíduos observados para cada haplótipo nas amostras 

de Aedes albopictus dos cinco bairros de Manaus. 

População H1 H2 

CO 11 02 

CD 15 01 

CN 12 01 

MA 10 03 

CP 13 00 

Total 61 07 

 

 

 

89,71%

10,29%

Haplótipo 1
Haplótipo 2

 
Figura 14. Freqüência relativa geral dos dois haplótipos de Aedes albopictus. 
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Figura 15. Freqüências relativas dos haplótipos em cada amostra de Aedes 

albopictus. 

 

 

         Uma rede de haplótipos foi gerada com base no método de parcimônia 

(Figura 16). O tamanho das elipses é proporcional ao número de indivíduos 

encontrados. Para a construção desta rede, além dos haplótipos obtidos nesse 

estudo, foram também incluídas seqüências de haplótipos depositadas no 

GenBank, cujos estudos foram realizados no Brasil, Estados Unidos, 

Madagascar, Malásia, Indonésia e Japão (Birungi e Munstermann, 2002) e 

estudos conduzidos em populações do Brasil, Vietnam, Estados Unidos, 
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Camboja, Madagascar, França, Havaí, Réunion e Tailândia (Mousson et al., 

2005) e de seqüências de haplótipos provenientes dos Estados Unidos, cujos 

dados ainda não estão publicados (Usmani-Brown e Munstermann, dados não-

publicados) A tabela 3 apresenta as localidades onde os haplótipos foram 

encontrados, com as suas respectivas referências bibliográficas. 

 

 

 
Figura 16. Rede de haplótipos do gene ND5 de Aedes albopictus. 
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Tabela 3. Distribuição dos haplótipos encontrados para o gene ND5 deste 
estudo e de outras localidades já estudadas de Aedes albopictus. 

          

Haplótipo Ocorrência Referência bibliográfica 
H1 CO, CN, CD, MA, CP. 

 
Anita Garibaldi (Brasil), Praia de Fora 

(Brasil), Jacarepaguá (Brasil), 
 

Represa do Cigano (Brasil), São Luís 
(Brasil). 

Presente estudo 
 

 H1 de Birungi e 
Munstermann, (2002) 

  
Mousson et al. (2005)  

 
H2 CO, CN, CD, MA, 

  
Jacksonville (EUA), 3D Salvage (EUA),  

 
Hanói (Vietnam), Chiang Mai (Tailândia), 

Seam Reap (Camboja), Diego Suarez 
(Madagascar), Montsecret (França), 

Naintré (França), Nha Trang (Vietnam), 
Oahu (Havaí), La Possession (Réunion), 

La Providence (Réunion). 

Presente estudo  
 

H4 de Birungi e 
Munstermann, (2002) 

 
Mousson et al. (2005)  

 

H3 3D Salvage (EUA), Jacksonville (EUA), 
AAA Salvage (EUA), Oslo Mall (EUA), 
Atlanta (EUA), Madagascar, Malásia. 

Birungi e Munstermann, 
(2002) 

H4 Anita Garibaldi (Brasil), Praia de Fora 
(Brasil) 

H2 de Birungi e 
Munstermann, (2002) 

H5 3D Salvage (EUA) Birungi e Munstermann, 
(2002) 

H6 Oslo Mall (EUA) Birungi e Munstermann, 
(2002) 

H7 3D Salvage, Jacksonville  Birungi e Munstermann, 
(2002) 

H8 Madagascar Birungi e Munstermann, 
(2002) 

H9 Madagascar Birungi e Munsterman, 
(2002) 

H10 Dados não publicados Usmani-Brown e 
Munstermann 

H11 Dados não publicados Usmani-Brown e 
Munstermann 

H12 Dados não publicados Usmani-Brown e 
Munstermann 

H13 Dados não publicados Usmani-Brown e 
Munstermann  
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         O Háplotipo H1, que foi o mais freqüente nesse estudo, também foi 

observado em populações de Ae. albopictus da costa Sul e Sudeste do Brasil 

(Birungi e Mustermann, 2002) em São Luís (Estado do Maranhão) e Represa do 

Cigano (Estado do Rio de Janeiro) (Mousson et al., 2005). O haplótipo H2, que 

provavelmente é o haplótipo mais antigo e está representado por um retângulo, 

foi encontrados em populações da Flórida (Birungi e Munstermann, 2002), Seam 

Reap (Camboja), Diego Suarez (Madagascar), Montsecret e Naintré (França), 

Hanoi e Nha Trang (Vietnam), Chiang Mai (Tailândia), Oahu (Havaí), La 

Possession e La Providence (Réunion) (Mousson et al., 2005).  

 
 
4.2 Diversidade Genética e testes de neutralidade 
 
 
         A diversidade haplotípica (h) média foi de 0,187 ± 0,059 enquanto a 

diversidade nucleotídica (π) média foi 0,00044 ± 0,00014. Os maiores valores de 

diversidades haplotípica e nucleotídica foram encontrados na amostra do bairro 

Mauazinho, enquanto a amostra do bairro Compensa não apresentou variação. 

Os valores baixos são decorrentes da presença de dois haplótipos, separados 

por apenas um (1) sítio polimórfico. Conseqüentemente, os valores de S e K 

foram também baixos (Tabela 4).   

Tabela 4. Diversidade genética e testes de neutralidade calculados nas cinco 
populações de Aedes albopictus da cidade de Manaus.  

NH = Número de haplótipos por população; S = número de sítios de variação; K 
= número médio de diferenças nucleotídicas; h = diversidade haplotípica; π = 

Populações NH S K H Π Teste D de 

Tajima 

Teste Fs de 

Fu 

CO 2 1 0,154 0,282 ± 0,0201 0,00066 ± 0,00033 -0,27429 0,24 

CD 2 1 0,125 0,125 ± 0,106 0,0001 ± 0,00025 -0,491 0,035 

CN 2 1 0,154 0,154 ± 0,126 0,00036 ± 0,00029 -1,150 -0,537 

MA 2 1 0,385 0,385 ± 0,132 0,00089 ± 0,00031 0,426 0,689 

CP 1 1 0,000 0,000 ± 0,000 0,00000 ± 0,00000 NC NC 

Total 2 1 0,187 0,187 ± 0,059 0,00044 ± 0,00014 0,518 0,315 
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diversidade nucleotídica; NC = Não calculado. Nível de significância para testes 
de neutralidade P > 0.05.  

 
         No teste de neutralidade D de Tajima, embora houve valores negativos 

para as amostras de CO, CD e CN, nenhum foi significativo (P > 0,05), indicando 

que polimorfismo genético está de acordo com o modelo neutro de mutações 

para o gene ND5.  De forma semelhante, o teste de neutralidade Fs de Fu, 

mostrou valor negativo somente para a amostra de CN, entretanto, esse valor 

não foi significante. O resultado deste teste sugere que as populações de Ae. 

albopictus destes bairros não encontram-se em expansão.     

 
4.3. Análise de variância molecular (AMOVA), e inferência de fluxo gênico. 

 
         Para verificar a origem da variabilidade genética foi utilizada a análise de 

variância molecular (AMOVA). Nessa análise, as cinco amostras foram 

consideradas como um único grupo (não agrupadas). Os resultados mostraram 

que quase toda a variação (99,08%) encontrada ocorreu dentro das populações, 

enquanto menos de 1% da variação ocorreu entre as populações, com um valor 

de FST extremamente baixo e não significante (P > 0,05), com 1054 

permutações. 

   

Tabela 5. Análise da variância molecular (AMOVA) considerando os grupos de 

populações de Aedes albopictus. 

Tipo de Variação GL Variação (%) Índice de 
fixação 

Entre Populações 4 0,92 FST = 0,009 

Dentro de populações 63 99,08  

Total 67 100,00  

GL = graus de liberdade; * P > 0,05. 

 

         As estimativas de diferenciação genética e de fluxo gênico representadas 

pelos valores de FST e Nm, respectivamente, mostraram valores de FST baixos e 
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extensivo fluxo gênico entre as populações (Tabela 6). Nas comparações par-a-

par entre as populações, todos os valores de FST não foram significantes, 

portanto, foi desnecessário aplicar a correção seqüencial de Bonferroni (Rice, 

1989). Contudo, o maior valor de FST foi observado entre as amostras dos 

bairros Mauazinho e Compensa (FST = 0,167; Nm = 2,5), atribuído a presença e 

ausência do H2 em Mauazinho e Compensa, respectivamente.   

 

Tabela 6. Distância genética (FST) e fluxo gênico (Nm), acima e abaixo da diagonal, 
respectivamente, entre amostras de Aedes albopictus da cidade de Manaus. 

 
População 

 
CO CD CN MA CP 

CO - 
 

-0,028 -0,052 -0,063 0,083 

CD Inf. 
(10,87) 

- 
 

-0,073 0,046 -0,014 

CN Inf. 
(7,69) 

Inf. 
(4,06) 

- 
 

0,011 0,000 

MA Inf. 
(5,73) 

10,4 
(14,73) 

45.5 
(10,09) 

- 0,167 

CP 5.5 
(8,34) 

Inf. 
(14,03) 

Inf. 
(10,9) 

2.5 
(13,49) 

- 

Inf.: Infinito; Distancias geográfica (km) estão apresentadas dentro dos 
parênteses. Número de permutações = 1054. 

 
 

         Para verificar se há correlação entre as distancias genética e geográfica foi 

realizado o teste de Mantel. O valor obtido foi positivo e significante (r2 = 0,598; P 

= 0,039), com 1054 permutações, indicando que há aparente correlação entre as 

distâncias genética e geográfica.  
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do grupo I apresentaram com nenhum ou apenas um indivíduo com o H2 e, as 

duas amostras do grupo II apresentaram dois e três indivíduos com o H2 do total 

analisado.  

 
 

 
 
 

 Cidade de Deus

 Compensa

 Cidade Nova

 Coroado

 Mauazinho

0.005  
Figura 17. Dendrograma de distância genética das cinco populações de Aedes 

albopictus de Manaus (AM), com o emprego do método Neighbour-Joining. 
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5. Discussão 
 

5.1 Freqüência e distribuição dos haplótipos. 
 
         O presente trabalho é o primeiro estudo de genética de populações de Ae. 

albopictus realizado na cidade de  Manaus, com o emprego do gene ND5 do 

genoma mitocondrial. Dos 68 indivíduos analisados, apenas dois haplótipos 

foram encontrados. O H1 foi o mais freqüente nas cinco populações analisadas, 

enquanto o H2 foi detectado em baixa freqüência em quatro das cinco amostras. 

Resultados semelhantes foram obtidos em quatro amostras de Ae. albopictus 

das regiões Sul e Sudeste do Brasil, utilizando também o gene ND5 (Birungi e 

Munstermann, 2002). Estes autores encontraram dois haplótipos denominados 

H1 e H2 nessas regiões, sendo o H1, o mais freqüente, que foi observado em 

duas localidades do Estado de Santa Catarina, uma do Estado do Rio de Janeiro 

e uma de Vitória (Estado de Espírito Santo).  O H1 observado por estes autores 

foi compartilhado com o H1 do presente estudo. Além dessas localidades, esse 

haplótipo (H1 do presente estudo), também foi registrado por Mousson et al. 

(2005) nas localidades da Represa do Cigano (Estado Rio Janeiro) e São Luís 

(Estado do Maranhão). Portanto, esse haplótipo parece estar amplamente 

distribuído no Brasil. No estudo de Birungi e Munstermann (2002) um segundo 

haplótipo, denominado de H2, foi detectado nas duas localidades do Estado de 

Santa Catarina, porém em baixa freqüência. Este haplótipo não foi observado no 

presente estudo e em nenhuma outra localidade, até o momento, estudada 

(Birungi e Munstermann, 2002; Mousson et al. 2005).  

O H2, encontrado no presente estudo, ocorre em baixa freqüência 

(10,29%) em Manaus. Esse haplótipo foi encontrado em duas localidades do 

litoral da Flórida (EUA), denominado de H4, por Birungi e Munstermann (2002), 

mas não foi verificado em populações brasileiras por Mousson et al. (2005). 

Embora esse haplótipo tenha sido encontrado em baixa freqüência em Manaus 

(presente estudo) e na Flórida (Birungi e Munstermann, 2002), o mesmo parece 

estar amplamente distribuído pelo mundo, em especial nos países da Ásia e 
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França (Mousson et al., 2005). Com base nestes resultados, Mousson et al. 

(2005) em um estudo biogeográfico sugeriram que as populações brasileiras 

podem ser constituídas de linhagens distintas daquelas encontradas na Ásia e 

podem ser consideradas parafiléticas. No entanto, nosso estudo demonstrou 

que o H2 do presente estudo é compartilhado com o haplótipo encontrado nas 

localidades da Ásia [Hanói (Vietnam), Chiang Mai (Tailândia), Seam Reap 

(Camboja), Diego Suarez (Madagascar), Nha Trang (Vietnam), Oahu (Havaí), La 

Possession (Réunion), La Providence (Réunion)] e da França (Montsecret e 

Naintré), sugerindo que populações do Brasil e Ásia compartilham haplótipos, 

não sendo, portanto, linhagens distintas e como conseqüência não formam 

populações parafiléticas.  

         Desse modo, os resultados do presente estudo somados aos estudos de 

Birungi e Munstermann (2002) e de Mousson et al. (2005) proporcionam 

evidências de que podem ter ocorrido duas introduções no Brasil e, não uma 

única, como foi discutida por Mousson et al. (2005). Devido ao fato das 

populações de Ae. albopictus do município de Manaus compartilharem o H1 com 

as populações da costa Sul e Sudeste do Brasil (H1), assim como compartilham 

o H2 com as populações do litoral da Florida (Estados Unidos) e dos países da 

Ásia, há fortes evidências de terem ocorrido mais de uma introdução na cidade 

de Manaus.  

        O fato de o H1 estar também presente em populações de São Luis (Estado 

do Maranhão) e Represa do Cigano (Estado do Rio de Janeiro) permite sugerir a 

hipótese de que este haplótipo (H1) poderia ter sido introduzido em Manaus, via 

São Luis. 

        Em relação às populações do continente asiático, o haplótipo H2 (presente 

estudo) foi também observado nas populações da Tailândia e de outros países 

asiáticos como Vietnam, Camboja, Indonésia e Malásia, o que reforça a hipótese 

de que H1 e H2 tiveram introduções independentes nas Américas. Corroborando 

essa hipótese, estudos anteriores mostraram que o H1 permite separar as 

populações do Brasil das populações da Ásia, (Birungi e Mustermann, 2002; 

Mousson et al., 2005). No entanto, em Manaus, é mais provável que tenha 
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havido introduções por populações americanas de Ae. albopictus, afinal a cidade 

de Manaus está geograficamente mais próxima dos Estados Unidos do que das 

localidades asiáticas. Reforçando ainda esta hipótese, Ae. albopictus foi 

registrado no Brasil após seu registro na América do Norte (Forattini, 1986). 

Acredita-se que a introdução deste mosquito nas Américas tenha ocorrido 

mediante dispersão passiva através do comércio de pneus do norte da Ásia 

(Hawley et al., 1987). 

 Portanto, nossos resultados somados aos dados disponíveis na literatura 

(Birungi e Munstermann, 2002; Mousson et al., 2005) sugerem a ocorrência de 

pelo menos duas introduções de Ae. albopictus no município de Manaus: uma 

provavelmente oriunda de populações das regiões Sul e Sudeste do Brasil; e 
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(1991) em 17 populações de Ae. albopictus da Ásia, com o emprego de 

marcadores RFLP (DNA mitocondrial). Esses autores interpretaram os dados 

obtidos como resultante da recente expansão dessa espécie naquele continente. 

         Por outro lado, estudos recentes mostraram níveis maiores de 

variabilidade genética para as populações de Ae. albopictus provenientes da 

Região Metropolitana do Recife (PE), Minas Gerais e Rio de Janeiro. Os valores 

de diversidade nucleotídica foram superiores em todas as populações 

analisadas, tanto para o gene COII (π = 0,04679) quanto para o ND4 (π = 

0,10831) (Guedes, 2006). Estes resultados podem indicar que em Ae. 

albopictus, esses genes são menos conservados do que o gene ND5, ou que as 

populações analisadas por Guedes (2006) foram introduzidas há mais anos e 

tiveram tempo suficiente para o acúmulo de mutações ou, ainda, quando da 

colonização essas populações foram fundadas por muitos indivíduos. 

          Ainda, neste estudo os valores médios de diversidade genética (h = 0,187; 

π = 0,00044) foram extremamente baixos quando comparados com outras 

espécies de mosquitos, analisadas para o gene ND5, como por exemplo, em 

Anopheles albimanus da América do Sul e Caribe (h = 0,450; π = 0,0047 - 

0,0051) (De Mérida et. al., 1999; Molina-Cruz et al., 2004), em Anopheles 

arabiensis do Quênia (h = 0,841; π = 0,51) (Temu e Yan, 2005) e em Aedes  

vexans dos Estados Unidos (h = 0,953; π = 0,008) (Szalanski et al., 2006).  

         Além disso, estudos realizados em outras espécies do gênero Aedes 

mostraram níveis mais elevados de variação genética. Os valores de diversidade 

genética do presente estudo também foram inferiores aos valores encontrados 

por Fonseca et al
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encontrado corresponde ao modelo neutro de mutações. Os testes D de Tajima 

realizados por Birungi e Mustermann (2002) também não se mostraram 

significativos. O teste Fs de Fu (Fu, 1997), indicado para detectar o crescimento 

populacional, também não apresentou valores significativos, não havendo, 

portanto, evidência de que as populações das localidades estudadas estejam se 

expandindo, apesar da introdução ser relativamente recente.   

 

5.3 Análise de variância molecular (AMOVA) e fluxo gênico. 
 

         Na análise de variância molecular (AMOVA), onde todas as cinco 

populações foram consideradas um grupo único (Tabela 4), indicou que quase a 

totalidade da variação encontrada ocorreu dentro das populações (99,08%), 

enquanto a variação entre as populações foi extremamente baixa (0,92%). Esse 

resultado sugere que as populações de Ae. albopictus da cidade de Manaus não 

encontram-se geneticamente estruturadas. O resultado desta análise (AMOVA) 

é corroborado pelos valores baixos de distância genética (FST) e elevados 

valores de Nm entre as amostras, com exceção da comparação entre 

Compensa e Mauazinho (FST = 0,167; Nm = 2,5), sugerindo pouca estrutura 

genética apesar das evidências de duas introduções e dos níveis extremamente 

baixos de variação genética.  

Diferente de nossos resultados, estudos prévios indicaram diferenças 

genéticas entre as populações (Ayres et al. 2002; Vazeille et al., 2001; 

Chareonviriyaphap et al., 2004). No entanto, as amostras analisadas nesses 

estudos foram geograficamente distantes. Ayres et al. (2002), com o uso de 

marcadores RAPD, constataram índices menores de Nm para populações de 

Ae. albopictus em Pernambuco, Rio de Janeiro e Minas Gerais, onde foi 

observado um fluxo gênico médio de Nm = 2,86. Já populações provenientes de 

Madagascar, analisadas pelo polimorfismo de isoenzimas, revelaram um baixo 

fluxo gênico, com Nm médio de 0,9 (Vazeille et al., 2001). Populações de seis 

localidades da Tailândia, estudadas por marcadores isoenzimáticos, também 
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revelaram um baixo número de migrantes entre as amostras, com Nm médio de 

0,97 por geração (Chareonviriyaphap et al., 2004). 

Nesse estudo, a pouca estrutura genética observada (AMOVA e valores 

de FST e Nm) pode ser conseqüência da recente introdução dessa espécie em 

Manaus, via efeito do fundador, seguida de recente expansão através dos 

bairros da cidade. Portanto, a semelhança genética (pouca estrutura) pode ser 

devida ao tempo insuficiente para ter acumulado diferenças genéticas 

(mutações) entre as populações de Ae. albopictus dessas localidades e não ao 

extenso fluxo gênico atual entre elas, refletindo homogeneidade genética. 

         O teste de Mantel indicou uma correlação positiva e significante entre 

distâncias geográfica e genética, sugerindo que o fluxo gênico depende da 

distancia geográfica. O resultado deste teste pode ser interpretado pela 

semelhança genética e a proximidade geográfica entre as comparações 

Coroado e Mauazinho e entre Cidade Nova e Cidade de Deus. Por outro lado, 

este resultado pode ser decorrente de uma expansão recente de Ae. albopictus 

em Manaus, reforçando o que foi proposto acima. 

 

5. 4 Dendrograma de populações 
 

         No dendrograma de populações (Figura 17) de Ae. albopictus de Manaus 

foi observado dois agrupamentos. O grupo I está representado pelos bairros 

Cidade de Deus, Compensa e Cidade Nova. O grupo II é formado pelos bairros 

Coroado e Mauazinho. Essa separação está relacionada à freqüência do 

haplótipo H2. O maior agrupamento foi o grupo I que apresentou as populações 
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Oliveira et al. (2003), que analisaram através de isoenzimas 20 localidades do 

Brasil, Estados Unidos e Ilhas Caimam. Nesse estudo, foi constatado elevado 

nível de diferenciação genética (FST = 0,249).    

 A partir desse estudo foi possível observar a ocorrência de mais um 

haplótipo (H2), o qual não tinha sido previamente detectado no Brasil, sendo 

considerado até então restrito às populações da Ásia e do litoral da Flórida, nos 

Estados Unidos (Birungi e Munstermann, 2002; Mousson et al., 2005).   

         Os dados gerados neste estudo fornecem informações adicionais e 

relevantes ao conhecimento dos eventos de colonização desta espécie no 

Brasil, assim como os primeiros resultados sobre os eventos de colonização na 

Amazônia. Esse conhecimento, embora preliminar, pode fornecer informações 

relevantes aos órgãos de controle de vetores, principalmente os de controle de 

dengue e febre amarela, atentando ao fato de haverem mais de uma 

possibilidade de introdução do vetor Ae. albopictus na cidade de Manaus. Vários 

estudos evidenciaram uma correlação entre a competência vetorial dos 

mosquitos e a estrutura genética de populações (Beertsen et al., 2000; Faiulloux 

et al., 2002; Lourenço-de-Oliveira et al., 2004). Sendo Manaus uma cidade 

endêmica em dengue e situada em área de risco de febre amarela, o 

conhecimento acerca da genética populacional do Ae. albopictus, bem como de 

outros vetores, torna-se uma ferramenta extremamente útil para o entendimento 

da dinâmica de transmissão, sendo um passo essencial para aprimorar nos 

programas de controle de doenças na região. 
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6. Conclusões 
 
         Os resultados obtidos nas análises realizadas com o gene ND5 nas cinco 

populações de Ae. albopictus de Manaus permite as seguintes conclusões: 

 

1. O número de haplótipos encontrado para o gene ND5 no município de 

Manaus foi baixo (2) e estão separados por apenas um evento mutacional 

(C ↔ T). 

 

2. Os valores médios de diversidade genética foram baixos, assim como os 

valores obtidos de cada população estudada. 

 

3. Os testes de neutralidade, D de Tajima e Fs de Fu, indicaram que as 

populações de Ae. albopictus de Manaus estão em equilíbrio genético. O 

teste Fs de Fu sugeriu também que as populações não se encontram em 

expansão. 

 

4. Com base nos resultados obtidos para a AMOVA e nos valores de FST e 

Nm, as cinco populações analisadas de Manaus mostraram um baixo 

nível de estruturação genética. Esse resultado pode ser conseqüência da 

recente introdução dessa espécie em Manaus, via efeito do fundador, 

seguida de recente expansão através dos bairros da cidade. Portanto, a 

semelhança genética pode ser devida ao tempo insuficiente para haver o 

acúmulo de diferenças genéticas entre as populações e, não ao extensivo 

fluxo gênico ocorrendo no presente entre elas.  

 

   5. O dendrograma apresentou dois grupos, os quais estão relacionados à 

presença do H2.   
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6. Existem evidências de pelo menos duas introduções de Ae. albopictus no 

município de Manaus: uma provavelmente originada da costa Sul e 

Sudeste do Brasil, e outra proveniente do litoral da Flórida, Estados 

Unidos. 
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