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CARTAXO, Marina Falcdo de Souzavaliacdo da diversidade genética de uma
populacdo deCulex quinquefasciatus proveniente de area sob intervencao para controle
vetorial. 2009. Dissertacdo (Mestrado em Saude Publicagntr€ de Pesquisas Aggeu
Magalhdes, Fundacédo Oswaldo Cruz, Recife, 2009.

RESUMO

A cidade de Recife (nordeste do Brasil) € uma areemica de filariose linfatica e, desde
2003, um programa de controle vem sendo realizamo o intuito de interromper a
transmissdo desta doenca. As estratégias incluées gara controle de populacbeigex
quinquefasciatusunico vetor da filariose no Brasil, como a eliagéo de criadouros de
mosquitos e controle biologico através do trataméihestral com @acillus sphaericusA
diversidade genética da populagdo@e quinquefasciatugoi monitorada por 3 anos, em
uma area tratada, a fim de avaliar os impacto idertgervencdes sobre a populacdo vetora.
Foram analisados dados referentes a um marcadwo neicrossatélite, e a um marcador sob
possivel pressdo de selecdo, gegml que codifica o receptor da toxina binaria Bo
sphaericus Um pequeno decréscimo na diversidade genéticaelado pela técnica de
microssatélites, foi detectado através do paramueza de alelos. A emergéncia de alelos
com baixas frequéncias e alguns crescimentos penieaparametro de heterozigosidade
esperada, detectados ao longo do tempo, sugerertos\de imigracdo. Um leve aumento na
freqUéncia do alelo de resisténoigmked foi observado durante este estudo. A analise de
ambos o0s marcadores ndo mostrou estruturacdo gpendtda populacdo deCx.
quinquefasciatus Os resultados indicaram que o0 programa de centndlo impactou
drasticamente a diversidade da populacdoCade quinquefasciatusNossos resultados
sugerem ainda que, apesar das reducdes nas dessittexdindices entomolégicos, fornecidas
pela Secretaria de Saude de Recife, esta poputg@r. quinquefasciatupodera recuperar
suas densidades originais caso estas atividadas seferrompidas. Eventos de migracao,
também sugeridos por este estudo, indicaram gqeepesgrama precisa expandir a sua area

de cobertura.

Palavras-chave: Culex quinquefasciatus Bacillus sphaericus- diversidade genética -

microssatélite - gene receptaym1- presséo de selecao.



CARTAXO, Marina Falcdo de SouzaGenetic diversity evaluation of a Culex
quinquefasciatus population from an under vector control area 2009. Dissertation
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ABSTRACT

Recife (northeast Brazil) is a lymphatic filariagademic city and, since 2003, a control
program has being accomplished to interrupt thestrassion of the disease. Strategies
include actions for controllinQulex quinquefasciatysopulations, the unique filariasis vector
in Brazil, such as elimination of mosquito breedisites and biological control through
bimonthly treatment usingacillus sphaericusTo assess the impact of this intervention on
the vector population, the genetic diversity®{. quinquefasciatugopulation was monitored
for 3 years in a treated area. We have analyzedfdah neutral marker, microsatellites, and
a putative under selection pressure margg@mZlgene, which codifies thB. sphaericugoxin
receptor. A slight loss of genetic diversity, reaclby microsatellites data, was detected by
allelic richness parameter. The emergence of l@aguencies alleles as well as some point
growths in expect heterozygosity parameter, suggestf immigration, were also detected
along the time. An increasing in the resistancelalicgmkeg) frequency was found in this
study. The analysis of both markers detected n@tgestructuring inCx. quinquefasciatus
population. Results showed that vector control mogdid not impact drastically the genetic
diversity of Cx. quinquefasciatugopulation. Our results suggest that despite édeaation of
annual entomological densities values, providedRiegife Department of Health, thGSx
quinquefasciatugpopulation might recover its original densities tifose activities were
interrupted. Migration events, also suggested imgtudy, indicated that the program needs to

enlarge its coverage area.

Keywords: Culex quinquefasciatusBacillus sphaericus genetic diversity - microsatellite -

receptor genegm1- selection pressure.
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CARTAXO, M. F. S. AVALIAGAO DA DIVERSIDADE GENETICA DE UMA POPULAGAO DECulex quinquefasciatus 15

1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Um estudo realizado por Regis et al. (1995) detnongjue populagdes do mosquito
Culex quinquefasciatuapresentam grandes densidades ao longo de todo waacidade de
Recife, Pernambuco, especialmente durante o perdedchuvas (margco-agosto), quando
foram descritas densidades relativas de até 12@uitos por quarto por noite. A pobreza e a
urbanizacdo desordenada associadas a altas teanasr@édia de 25,Z), pluviosidades e
umidades (até 85%) foram apontadas como o0s priscifagdores para a expansao das
populacdes d€x. quinquefasciatuao longo da cidade de Recife (REGIS et al., 19895).
Brasil, esta espécie de mosquito apresenta umartamaeta médica por ser a principal vetora
da filariose linfatica (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).9Eka parasitose encontra-se distribuida
em 83 paises endémicos (GYAPONG; TWUM-DANSO, 20686afeta em torno de 120
milhbes de pessoas no planeta, conforme destacgldoQrganizacdo Mundial de Saude
(OMS).

No Brasil, os primeiros dados oficiais apontararfilaaiose como doenca endémica
em 11 diferentes municipios brasileiros (RACHOUGQR Apds inUmeras campanhas, esta
doenca foi eliminada da maior parte destas areasdo restrita apenas as cidades de Belém
(Para), Macei6 (Alagoas) e Recife (Pernambuco)oaid@icio de 1990 (MEDEIROS et al.,
2003). Atualmente ha evidéncias de uma recenterupigdo da transmisséo da filariose em
Belém (FONTES et al., 2005) e a situacdo de Maéeifpontada como “controle iminente”
(ROCHA et al., 2000). Desta maneira, Recife e segi® Metropolitana sdo as Unicas areas
no Brasil onde esta doenca continua sendo um pnabte salde publica (BONFIM et al.
2003; MACIEL et al. 1996; MEDEIROS et al. 2004; MEIROS et al. 2006).

A OMS lancou o Programa Global para Eliminacao ikxibse Linfatica (PGEFL) o
qual visa a erradicacdo desta parasitose de tquaneta até o ano de 2020 (GYAPONG;
TWUM-DANSO, 2006). Neste contexto, a PrefeituraRiife vém realizando, desde marcgo
de 2003, um Programa de Controle da Filariose iotgacao é interromper a transmissao da
doencga. Tal programa inclui a tratamento em masspapulacdo humana residente em
bairros com alta endemicidade, utilizando o mederamdietilcarbamazina (DEC), associado
a medidas voltadas para a reducdo das populaco€sx.dguinquefasciatusAs estratégias
adotadas para controle das populacbes vetoras faragfiminacdo dos criadouros dos
mosquitos bem como aplicagcfes bimestrais da baaatomopatogénidaacillus sphaericus

em criadouros que ndo puderam ser destruidos. tAe/émcbes foram iniciadas em Agua
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Fria, um dos bairros mais populosos de Recife,ab fgii selecionado por apresentar um nivel
de prevaléncia significativa (6,21%) e ser considerde alto risco socio-ambiental (RECIFE,
2003).

Apesar do B. sphaericusser um agente de controle eficiente contraCx.
quinquefasciatusforam relatados alguns casos de populagbes wgetesistentes, as quais
estiveram sujeitas a diferentes pressdes de setmy@ioesta bactéria (RAO et al., 1995;
SILVA-FILHA et al., 1995; PEI et al., 2002; MULLAtal., 2003). Utilizando uma coldnia
de Cx. quinquefasciatude laboratério (CqRL1/2362), fundada a partir oestras coletadas
em Recife, Romao et al. (2006) identificaram umiegi®o de 19 nucleotideos na sequéncia
do genecgmlcomo a causa para a resisténcia desta colora sphaericusTal delecdo é
responsavel por alterar o codigo de leitura quenicid com a formagdo de um codon de
parada prematuro. O RNA mensageiro resultanteicadiim polipeptidio truncado, sem uma
porcdo significativa de seu segmento, a qual irelperda da ancora GPI (ROMAO et al.,
2006). O alelo que codifica o gemmgml com a delecdo foi denominado dgmkec
Recentemente, Chalegre et al. (2009) publicaranestodo descrevendo uma PCR capaz de
diferenciar mosquitos resistentes recessivos, ueapenas o alellgmkes dos individuos
susceptiveis, homozigotos dominantes e heterozgoto

Os efeitos de ac¢des de controle vetoriais contrsgmitos podem ser visualizados pelo
decréscimo na densidade populacional de acordo @womue foi mostrado em diversos
trabalhos (REGIS et al., 1995; REGIS et al., 200@m o término destas atividades, caso as
acbes de controle ndo tenham sido capazes de mesigrificativamente o tamanho
populacional, as densidades originais poderdo esmrperadas rapidamente uma vez que
mosquitos sdo espécies r-estrategistas. Assim,iliaacdo de caminhos e alternativas
empregadas na avaliacdo e monitoramento de progrdma&ontrole vetorial sdo questdes
importantes para atingir a eliminacao da filariat® 0 ano de 2020. Os microssatélites estao
incluidos no grupo dos marcadores moleculares mé&smativos e polimorficos. Outras
caracteristicas como neutralidade e co-dominara@anf deles ferramentas adequadas para
estudos de genética de populacdes. Os marcadoregssatélites vém sendo empregados
com freqUéncia em estudos temporais e espaciaie sabiabilidade e estruturacdo genética
de populacdes de mosquitos vetores de diferentgécies comoCx. quinquefasciatus
(FONSECA; LAPOINTE; FLEISCHER, 2000; FONSECA et,aR006), Cx. pipiens
(HUANG; MOLAEI; ANDREADIS, 2008),Aedes aegyp(HUBER et al., 2002)Anopheles
gambiae (PINTO et al., 2002; PINTO et al, 2003) An. arabiensis (KENT;
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MHARAKURWA,; NORRIS, 2007; WONDJI et al., 2005). Ogsente trabalho objetivou
avaliar se as acdes no ambito Programa de CordeolEilariose em Recife estdo sendo
capazes de reduzir a diversidade genética e camsaestruturacdo genética na populacao de
Cx. quinquefasciatusde Agua Fria. Para tanto foram utilizados marcesioneutros

(microssatélites) e sob pressao d@asphaericuggenecqgmy).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Culex quinquefasciatus

2.1.1 Distribuicdo geografica

Culex quinquefasciatug¢ uma espécie de inseto pertencente a ordem ®iptex
familia Culicidae, popularmente conhecida no Bresiho muricoca, pernilongo ou carapana.
Tal espécie apresenta distribuicdo tropico-cosnitapabcorrendo basicamente nas regides
tropicais e subtropicais do planeta. S0 encorgrgdncipalmente na Africa, Américas,
Oceania e em regides meridionais da Asia, estandenées apenas no extremo norte de
algumas regides temperadas. No Brasil, a esg@ciguinquefasciatudistribui-se por todo o
territorio. Estes insetos tém sua ocorréncia e @ngia bastante influenciadas pela presenca
do homem, associando-se a aglomerados humanosedantireas urbanas como em vilas
rurais (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

2.1.2 Biologia e ecologia

O Culex quingquefasciatué um inseto holometabolo e seu ciclo de vida ceere
guatro estagios distintos, ovo, larva, pupa e ad(flgura 1) A fase larval apresenta-se
subdividida em quatro estadios;(lL,, L3 e Ly). Durante a fase adulta habitam ambientes
terrestres enquanto que nos estagios juvenis (ax@m e pupa) vivem em meio aquatico.
Apesar de serem encontrados durante todo o ams, EEtsquitos predominam nos periodos
quentes e chuvosos, devido ao maior acumulo decdgua promove a ampliacdo no nimero
de seus criadouros (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). EmmdigGes laboratoriais, ja se relatou
que esta espécie foi capaz de produzir até 17 @gsap periodo de um ano (REGIS et al.,
2000).
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Figura 1 - Ciclo biolégico do mosquit&Culex quinquefasciatysnostrando os quatro estagios distintos, ovo,
larva, pupa e adulto. A) Fémea realizando ovipasi¢®) larvas, C) pupas e D) fémea adulta realizamdo
hematofagia.

Fonte: CULEX (2006); GROSS (2006); CULEX (2008); GATHANZ008).

Os criadouros utilizados pela espéCie quinquefasciatupara oviposicao sao locais
contendo agua estagnada ou com pouca movimentica®,em detritos e matéria organica
em decomposicdo, com aspecto sujo e mal cheircstes Eompreendem valas de aguas
poluidas no solo, canais, fossas, ralos, pocotreas, vasilhames, latdes, bebedouros de
animais, entre outros. A sele¢cdo do local de owgospelas fémeas é o principal fator
responséavel pela distribuicdo dos mosquitos n@glauros e € de grande relevancia para a
distribuicdo das espécies no ambiente natural (CQNSOLIVEIRA, 1994).

Os insetos adultos séo altamente endofilicos, jai \@gem no interior das habitacbes
humanas e também podem ser localizados em abrigpsndomicilio. Eles sdo capazes de
se acasalar em pequenos espagos, 0 que 0S caeacemo estenogamicos. Embora se
abrigue nas residéncias humanas durante todo ceslia, espécie comumente tém habito
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noturno, uma vez que as fémeas sé estimular-se-@&xeecer hematofagia a noite,
preferencialmente nos horarios mais avancados ennagentos que precedem o amanhecer.
Apenas as fémeas exercem hematofagia, devido asi@ade de sangue para a maturacao de
seus ovos. Este mosquito é altamente antropofimyém apresenta a capacidade de
alimentar-se em outros animais, sendo que, sedantante ao homem, as fémeas buscam
realizar a hematofagia em aves domeésticas (CONSTLNVEIRA, 1994).

As fémeas realizam a postura de seus ovos diretarsebre uma superficie liquida
dos criadouros nos quais flutuam. Estes sdo depasitagrupados num formato que lembra
uma jangada e cada uma pode ser constituida p@na®zde ovos, 0S quais ndo sao
resistentes a dessecacdo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1984)témeas produzem um feromoénio
de oviposicao, o qual € depositado no polo apieatatla ovo, que tém a funcéo de atrair
outras fémeas para fazerem a oviposicdo em criadoyreviamente colonizados
(LAURENCE; PICKETT, 1982 Em alta concentracdo, este feromonio tem efepelente,
uma vez que serve para indicar a uma fémea quéoaizagdo do criadouro em questao
acarretard em uma competicdo por recursos apofoséecdas larvas (BARBOSA et al.,
2007).

A partir dos ovos eclodem as larvas de 1° estddiy s quais sofrem mudas e
atingem os outros 3 estadios,(Ls e Ly). As larvas dé€Cx. quinquefasciatusdo aquaticas e
demonstram bastante mobilidade. Elas sao filtrada@ase alimentam ativamente de
microorganismos como bactérias, fungos, algas dicpkas de materiais organicos presentes
neste meio (FORATTINI, 1962). Estando ao seu akamgoalquer particula de tamanho
viavel espalhada no meio liquido, pode ser ingegpila larva. Devido a esta incapacidade de
selecdo alimentar, a ingestédo de larvicidas biolisgieventualmente utilizados para controle
do inseto, é bastante facilitada. O desenvolvimde&ias larvas pode ocorrer em locais com
pouca ou nenhuma luz, a exemplo de galerias de @gsgotos (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994).

As pupas resultam da metamorfose sofrida pela,Ldurante este periodo, néo
necessitam mais de alimentacao. Elas sdo encosiiradeeis em contato com a superficie da
agua, mas se perturbadas passam a apresentartdastaimentacdo. Nesta fase ocorrem
profundas transformacdes nos individuos, as quessltam na formacdo de adultos, e
conseguente troca do habitat aquatico para o ter@&ONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Os adultos emergentes a partir da metamorfosedaofrela pupa, ao trocarem de

habitat, necessitardo utilizar-se da exuvia pupalaccum local de repouso temporario para, a
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partir dela, iniciarem seu primeiro vbo. Finalizadste processo, eles se dirigem ou
permanecem no domicilio ou peridomicilio, buscalegdais com pouca luz, nos quais possam
abrigar-se e repousar antes de iniciarem suasdaties (FORATTINI, 1962). Fatores
bioldgicos como o curto ciclo de vida, a alta fetidade e as diferencas de habitos
alimentares entre as formas jovens e adultas, pignam a manutencdo de elevadas
densidades populacionais nesta espécie (OLIVEIRBGL

2.1.3 Importancia na saude publica

A espécieCulex quinquefasciatu&m uma grande importancia médica uma vez que
esta implicada na transmisséo de parasitas e pa®geomo nematoides e virus, capazes de
causar a filariose linfatica e algumas arboviroses seres humanos (ELDRIDGE, 2005).
Devido ao seu comportamento hematofagico, os mimsgestdo aptos a adquirirem parasitas
e patdgenos de um hospedeiro infectado. Se swtofig e ecologia forem apropriadas, o0s
mosquitos também serdo capazes de transmitir ogesgpatogénicos a hospedeiros sadios
(BECKER et al., 2003). Além disso, esta espdtie quinquefasciatugsinda exerce um
grande incbmodo a populacdo humana por provocairasce alergias em resposta as suas
picadas (VINOGRADOVA, 2000).

2.1.3.1Filariose linfatica

No Brasil, a espéci€ulex quinquefasciatussta implicada como principal vetora da
filariose linfatica. Esta parasitose, também chardel filariose bancroftiana, € causada pelo
nematodaWuchereria bancroftiCONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Em outros paises, esta
doenca também pode ser causada pelos parasitagsEsRrugia malayie B. timori, porém
em freqiiéncias muito baixas, correspondentes axiapmdamente 10% dos casos. Dos
hospedeiros vertebrados, o homem é o Unico que gedparasitado peM/. bancroftiao

passo que as espéciBs malayie B. timori sdo capazes de infectar tanto humanos como
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outros hospedeiros definitivos, a exemplo de aldalisos e de certas espécies de macacos
(ANDERSON, 2000).

A filariose linfatica encontra-se bem estabelecida regides tropicais e subtropicais
do planeta devido, principalmente, ao rapido cmeenio dos centros urbanos sem
planejamento adequado. Isto cria condi¢des idesgpgppiciam um aumento no numero dos
criadouros e proliferagdo do mosquito vetor (ROCetAal., 2000). Aproximadamente 120
milhdes de pessoas no planeta, distribuidas enai88pendémicos, encontram-se parasitadas
pelas filarias (GYAPONG; TWUM-DANSO, 2006). Dos @atados, 40 milhdes encontram-
se seriamente incapacitados ou desfigurados pelacddestima-se ainda que 1,2 bilhdes de
pessoas, 0 equivalente a aproximadamente 20% ddagép mundial, esteja sob o risco de
adquirir tal parasitose (WHO, 2000). Atualmentdlaribse linfatica € endémica em alguns
paises da Asia e Africa. Focos de infeccdo tamb&mescontrados na América do Sul,
América Central, algumas ilhas do Caribe e grammitepdas ilhas do Pacifico (figura 2)
(ALBUQUERQUE, 1993; FONTES, 2002).
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Figura 2 - Paises e territérios que possuem regides ondera$é linfatica é considerada como uma doenca
endémica no ano de 2006.
Fonte: WHO (2006).
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A filariose linfatica j& foi prevalente no Bradito apontado a partir do ano de 1952,
quando o Ministério da Saude promoveu a realizagiprimeiro inquérito nacional, com o
intuito de obter um panorama da situacdo da endemipais bem como identificar seus
vetores (MEDEIROS et al., 2003). Durante aquelaadac 11 municipios com focos
autoctones da doenca foram identificados, locatigaubs estados de Alagoas, Amazonas,
Bahia, Maranhao, Para, Pernambuco, Rio Grande bde Santa Catarina (RACHOU, 1960).
Nas décadas seguintes foram realizadas diversgsaoa@s e programas ora voltados apenas
para o tratamento dos pacientes e ora associando agbes para controle vetorial
(MEDEIROS et al., 2003).

As grandes mudancas de estratégias destas atigidadsieram a partir da década 90,
quando comecou a se tentar readequar 0 controle eddemias em uma logica
descentralizadora. Componentes de informacdo, edoc& comunicacdo tornaram-se
importantes ferramentas de mobilizacdo das comde&lafetadas para contribuirem com os
programas. Em 1996 foram definidas as diretrizesPtimo de Eliminagcdo Nacional da
Filariose Linfatica (PENFL), seguindo a propostaQfganizacdo Mundial de Saude (OMS)
que incluiu a filariose como uma das seis doengasgiosas potencialmente erradicaveis do
planeta e estabeleceu a meta de elimina-la do tplaté 2020. As estratégias do PENFL
incluiram interrupcdo da transmissdo da filarioes focos endémicos (quimioterapia e
controle vetorial), esgotamento das fontes de géfecassisténcia integral aos portadores de
morbidade filarial e eliminacdo da endemia no phie.ambito deste plano foram feitas
reavaliacbes dos focos ativos e, como houve redogdwevaléncia dos casos, o Ministério
da Saude considerou a filariose sob controle. psssibilitou a aumento do nimero de casos
e expansao para outras areas conforme ocorrido eg@dr Metropolitana de Recife. A
reducdo das acdes de controle vetorial, a ausé@ecacdes integradas de saneamento e de
educacao sanitaria aliadas ao crescimento urbasmrdimado foram fatores adicionais que
contribuiram para este aumento (MEDEIROS et aD320

Atualmente, no Brasil, a situacdo da filariose éseguinte: ha evidéncias de
interrupcdo recente da transmissdo da doenca eemB®A (FONTES et al.,, 2005); a
parasitose estd em status de controle iminentexa tsransmissdo em Maceio/AL (ROCHA et
al, 2000); Cabo de Santo Agostinho/PE (MEDEIROSI.e2006), Moreno/PE (MEDEIROS
et al., 2004), Camaragibe/PE e Itamaracd/PE s&islonde esta havendo introducdo e/ou
transmissao da filariose (MEDEIROS et al., 2003pboatdo dos Guararapes/PE (BONFIM
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et al., 2003), Olinda/PE (BRAGA et al., 2005) e R¥PE sdo considerados focos endémicos
importantes de transmisséo (MACIEL et al., 1996;DMROS et al., 2003).

Em geral, a infeccéo pelas filarias ndo leva ogrdei a morte, mas é responsavel por
causar significativa morbidade. Estes parasitasmogrovocar danos aos vasos linfaticos
humanos devido a obstrucdo e dilatacdo dos megxsananifestacdes clinicas da parasitose
variam desde quadros assintomaticos, passandoopuag agudas (linfadenite, linfangite,
mal-estar e febre) até culminar nas formas créni¢adrocele, linfedema, quiltria e
quilocele). Durante esta ultima fase, as frequemntésccdes fungicas e bacterianas sao
responsaveis pelo agravamento da situacdo do pac{earalmente, os sintomas da doenca
s6 manifestam-se muitos anos apos a infeccdo (DREXBROES, 2001; FONTES, 2002).

O parasitaW. bancrofti apresenta um ciclo biolégico compreendido por éssague
se desenvolvem em hospedeiros humanos e mosgmittislmente o mosquito ingere as
formas jovens do parasita (microfilarias) ao realia hematofagia em um hospedeiro
infectado. As microfilarias transpdem as barrettassistema digestivo do inseto e atingem
seus musculos toracicos, onde sofrem transformagde®logicas, passando por 3 estagios
larvarios. A larva de terceiro estagios)L considerada a forma infectiva, abandona os
musculos toracicos e desloca-se até a proboscidestdo (REY, 2002). Quando o inseto
realiza novamente a hematofagia no homem,; ald. parasito € transferida, através da
probdscide para a pele do individuo sadio, pendgtrggor movimento ativo. Asslda W.
bancroftiencaminham-se aos vasos linfaticos e linfonodode sofrem mais duas mudasg (L
e adultos juvenis) e se transformam em adultos.airpda reproducdo sexuada destes
parasitos é produzida uma grande quantidade deofithcias, as quais sdo liberadas na
circulacdo sanguinea através do ducto toracicotaDesaneira as microfilarias ficam
disponiveis novamente para serem ingeridas pelosquitos no ato da hematofagia,
reiniciando todo o ciclo (DREYER; NOROES, 2001).

Ao longo do dia observa-se um acumulo de micrédigadeW. bancroftino interior
da rede vascular sangulinea dos tecidos e érgassnt&rnos, principalmente nos pulmdes, o
que impede a sua deteccdo na circulacao perif@igante a noite, o fato € oposto, pois elas
passam a migrar para a circulacdo sangiinea peaiféermitindo a sua deteccdo no sangue.
Este comportamento do parasito, observado na raadws territorios de ocorréncia da
filariose bancroftiana, é caracterizado como périddde noturna das microfilarias. A maior
concentracdo de microfilarias no sangue periféiemcontrada entre as 23:00 e 01:00 horas.

Em decorréncia deste horario preferencial, nasaede ha periodicidade das microfilarias,
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0S mosquitos que se alimentam a noite estdo ingggcaomo os vetores primarios da
bancrofti (FONTES, 2002). Tal fato, juntamente com a gramméropofilia do Culex
quinquefasciatudacilita o contato das microfilarias com esteoveb que o torna mais eficaz
que outras espécies de mosquitos susceptiveis (OONSLIVEIRA, 1994). Em paises do
Sudeste asiatico e do Pacifico Sul, existe aindarasas subperiodicas ou aperiddicas, onde
0S principais transmissores do parasito, mosquitogéneroAedes exercem hematofagia
durante o dia (FONTES, 2002).

2.1.3.2Arboviroses

A espécie Culex quinquefasciatugambém estd incriminada na transmissdo de
arbovirus a hospedeiros humanos, a exemplo do &ér&aint Louis, que circula nos Estados
Unidos, o virus do Oropouche, que ocorre no nastBrésil (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994),

e 0 virus do Nilo Ocidental (BLITVICH, 2008). Diantdo atual cenario, esta ultima
arbovirose merece destaque uma vez que a suaétendmissao encontra-se em expansao
nas Ameéricas, com possibilidade de ser introduzida territorio brasileiro (LUNA;
PEREIRA; SOUZA, 2003).

O virus do Nilo Ocidental foi introduzido nas Ang&as em 1999, na cidade de Nova
lorque, Estados Unidos. A sua circulacdo expanglipara diversos estados americanos
resultando em uma epidemia no pais (KRAMER; STYEBEL, 2008). Apesar do virus do
Nilo Ocidental ser capaz de infectar humanos enegilias aves sao seus hospedeiros e
reservatorios naturais (LUNA; PEREIRA; SOUZA, 2003)a foi relatada tambéem a
susceptibilidade de outros mamiferos a infeccéoept® virus, a exemplo de bovinos, cées,
gatos, camelos e morcegos (BLITVICH, 2008).

O fato das aves serem 0s reservatérios e hospgdwitarais do virus do Oeste do
Nilo facilita bastante a sua disseminacao pelas ria® através das rotas utilizadas pelas
aves migratérias. Isso pode ser constatado devidipida disseminacéo do virus, a partir dos
Estados Unidos no ano de 1999, para o Canada,eCatiNA; PEREIRA; SOUZA, 2003),
Cuba e México (BLITVICH, 2008), onde foram obsemsdasos humanos autoctones, e para
a Colombia (BERROCAL et al., 2006) e Argentina (MEES et al., 2006), onde foram

isolados virus em equinos. Nos hospedeiros humariaggeccéo pelo virus do Nilo Ocidental
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pode produzir desde quadros clinicos assintoméagitdhsasos neuroinvasivos graves e fatais,
caracterizados por encefalites e meningites (BLOW,2008).

2.2 Controle biolégico

O controle biologico consiste na reducdo de umaulpgho alvo de pragas e/ou
vetores de doencas através da utilizagdo de agéimtEsyicos, 0os quais compreendem
predadores, patdgenos, parasitos, competidoresxmas produzidas por microorganismos.
Suas vantagens devem-se ao fato deste apreserdagrande especificidade de alvo, nao
provocar efeitos adversos sobre a maior parte @@ssmos ndo alvos e ndo causar danos ao
meio ambiente. Além disto, alguns agentes de dentimlogico apresentam eficacia em
longo prazo, mesmo apOs uma Unica introducdo. Quaswinparados aos pesticidas
guimicos, os agentes biolégicos de controle airsyem um menor potencial de provocar
selecéo e de promover o desenvolvimento de resiat@BAEMINGWAY, 2005).

A partir do ano de 1900, o controle bioldgico vdtigpara reducédo das populagdes de
mosquitos vetores de doencas tornou-se popularéatrda utilizacdo de peixes da espécie
Gambusia affini;mo combate as larvas destes insetos. Com o addenttseticida quimico
DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano), durante as @&as de 1940 e 1950, as praticas
incipientes de controle biolégico foram substitgigalo uso intenso deste inseticida sintético
com intuito de combater as formas jovens e aduléasliversas espécies de mosquitos. Na
medida em que as populagdes vetoras comecaraneravddser resisténcia ao DDT, por volta
de 1960, aliado a identificacdo de sua alta toaubéde persisténcia no ambiente, ressurgiu a
necessidade da busca por medidas de controle imolGgEMINGWAY, 2005).

Atualmente duas espécies de bactérias entomopatagéBacillus sphaericuse
Bacillus thuringiensis israelensi@ti), vém ganhando notoriedade nos meios cieotfie
industrial para controle biolégico. Elas sdo emadag como principio ativo de preparacdes
industrializadas como inseticidas de pragas agw@cok de vetores de doencas
(RABINOVITH; SILVA; ALVES, 2000). Mais recentementenclusive, foram criadas
plantas e organismos transgénicos portadores des gapazes de produzir as toxinas do Bti
(HEMINGWAY, 2005).
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O B. sphaericusapresenta uma boa persisténcia em ambientes coas @gluidas
além de ser capaz, quando usado adequadamentsie peducdes drasticas em populagdes
de inUmeras espécies de culicideos vetores, fazemtloque este agente seja utilizado de
forma eficaz no combate a mosquitos em areas wBH{&EGIS et al., 2001). Testes de campo
ja comprovaram a eficidcia d&d sphaericusno controle de insetos vetores de doencas em
diversos paises (HOUGARD et al., 1993; KUMAR ef &D96; BARBAZAN et al. 1997;
YADAV; SHARMA; UPADHYAY, 1997; KAHINDI et al., 2008, inclusive no Brasil
(REGIS et al., 1995; REGIS et al., 2000; SILVA-FIAKt a., 2001).

2.2.1Bacillus sphaericus

A espécieBacillus sphaericug® uma bactéria aerdbia, gram-positiva e esporigun
pode ser naturalmente encontrada tanto em ambiaqtgdgicos como no solo. Esta bactéria
apresenta uma acao toxica contra diferentes masquietores, pertencentes a familia
Culicidae, principalmente as espécies represerstatids género£ulex e Anopheles O
espectro de sua atividade larvicida restringe-faseé larvaria do ciclo de vida destes insetos
(REGIS et al., 2001).

Estudos indicaram que a toxicidade das cepa8.dsphaericusdeve-se a toxina
binaria, a qual esta contida nos cristais produidorante a fase de esporulacdo. Ela é
sintetizada na forma de protoxina, composta pa dolipeptideos de massa molecular de 42
e 51 kDa (BAUMANN et al., 1985; BAUMANN; BROADWELLBAUMANN, 1988).
Através de uma ativacdo proteolitica, ambos ogpeptideos sédo clivados em fragmentos
menores de 39 (BinA) e 43 (BinB) kDa (BROADWELL; BMANN, 1987). Os
componentes BinA e BinB agem em sinergia, o queuex denominar este conjunto de
toxina binaria (NICOLAS et al., 1993Rosteriormente, atribuiu-se ao componente BinA a
funcdo tdéxica, enquanto que, o componente BinBafmntado como o responsavel pelo
reconhecimento e a ligacdo a receptores especif@arembrana do epitélio intestinal das
larvas dos mosquitos (NICOLAS et al., 1993; CHARLESELSEN-LEROUX, 1996).

O modo de agdo da toxina binéria consiste em disegtapas, desencadeadas apos a
ingestdo do cristal protéico pela larva do mosquitizialmente, o cristal € solubilizado em

pH intestinal alcalino e a protoxina, liberada namén, € clivada proteoliticamente
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(DAVIDSON, 1988), atingindo a forma de toxina ati@a originar os fragmentos menores
BinA e BinB (BROADWELL; BAUMANN, 1987). Esta toxinativa interage com as células
do ceco gastrico e do intestino posterior da latvavés da ligacao a receptores especificos na
membrana celular (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992; BRLES et al., 1997; SILVA-
FILHA; CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 1997). Tal interagéresulta em diversos efeitos
citopatolégicos como o surgimento de vacuolos G@spaticos, expansdes mitocondriais,
destruicdo das microvilosidades intestinais e imgoimento celular (CHARLES, 1987;
SINGH e GILL, 1988; PAUCHET et al., 2005; MELO ¢t2008).

Conforme descrito acima, a sensibilidade das lad@asmosquitos vetores ad.
sphaericusdeve-se a ligagdo da toxina binaria a receptospsc#ficos presentes em seus
epitélios intestinais (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 189 CHARLES et al.,, 1997;
SILVA-FILHA; CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 1997). Nas egciesCx. pipiense Cx.
quinquefasciatuysindicadas como uma das mais susceptiveis a astaria, o receptor da
toxina binaria foi apontado como sendo uma maldastpo a-glicosidase ligada a membrana
do epitélio intestinal destas larvas, através da ancora GPI (SILVA-FILHA; CHARLES;
NIELSEN-LEROUX, 1999; DARBOUX et al., 2001). A psiha receptora da toxina binaria
foi denominada de Cpml e Cgml nas espée€gs pipiens e Cx. quinquefasciatys

respectivamente.

2.2.2 Resisténcia a toxina binariaBlacillus sphaericus

Apesar doBacillus sphaericuser considerado um larvicida eficaz contra mosguit
do géneroCulex foi observado que populacbes destes insetos, etidas a constantes
pressdes de selecdo, estdo sujeitas ao aparecidenésisténcia a esta bactéria. Diferentes
niveis de resisténcia foram detectados em popudadgeulex pipiense Cx. quinquefasciatus
sob condi¢Oes laboratoriais (PEI et al., 2002; (IR et al., 2004; AMORIM et al., 2007)

e de campo (RAO et al., 1995; SILVA-FILHA et al99b; YUAN et al., 2000; MULLA et
al., 2003).

Recentemente foram elucidadas as bases molecdatsss diferentes mecanismos de

resisténcia a®. sphaericusas espécieSx. pipiense Cx. quinquefasciatu€m todos os trés

casos, a falha de ligacdo da toxina ao recepgpicosidase foi apontada como o mecanismo
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de resisténcia. Estes estudos foram realizados doas colonias de laboratorio, uma
proveniente do Brasil (CqRL1/2362) (ROMAO et alQ08) e outra dos Estados Unidos
(GEO) (DARBOUX et al., 2002), e com a uma populagatural, proveniente da Franca (BP)
(DARBOUX et al., 2007).

O estudo realizado por Roméo et al. (2006) coml@n@ CqRL1/2362, fundada a
partir de amostras d€x. quinquefasciatuprovenientes do bairro do Coque em Recife,
indicou uma delecéo de 19 nucleotideos no gemelcomo a responsavel pelo mecanismo
de resisténcia deste inseto a toxina Rlosphaericus Esta delecdo esta implicada numa
mudanca da matriz de leitura (ORF), que leva a &&uo de um codon de terminacao
prematuro no RNA mensageiro, impedindo a sinteseptaia da proteina Cgml. Como
resultado, a proteina gerada perde mais de umogdarseu tamanho original, incluindo a
perda da ancora GPI, o que a impossibilita de desehar sua funcdo como proteina de
membrana. Tal processo conseqlentemente é respbpsavmpedir que a toxina binaria se
ligue as células do epitélio intestinal destestossdazendo com que estes sejam resistentes a
bactéria (ROMAO et al., 2006). Mais recentemeri@l€gre et al. (2009) detectaram esta
delecdo em populacdes naturaise quinquefasciatygprovenientes de trés localidades no
estado de Pernambuco, e o alelo com a delecdo decléotideos passou a ser denominado
decgmkec (CHALEGRE et al., 2009).

2.3 Genética de populacdes

A genética de populacbes € o ramo da genética tpae ov estudar as variacbes
genéticas nas populacdes naturais e as forcasetpreniham e alteram as composicdes destas
populagdes. Seu principal objetivo é esclarecern@sanismos capazes de manter a
homogeneidade e quais as forcas responsaveis par dierenciacdo geneética entre as
populacdes no meio ambiente (BLACK; TABACHNICK, )0 Para tanto, esta ciéncia
agrupa a observacdo e a teoria com o intuito depamender tanto as alteracdes genéticas
intrapopulacionais como entre populacdes (HARTL88)9 As abordagens da genética de
populacdes permitem ainda diferenciar os efeitps@fcos inerentes a certloi, causados
por processos de selecdo, mutacdo ou recombindggaeles que afetam todo o genoma,

provocados pela deriva, efeito de gargalo, fluxmig® ou endocruzamento (BLACK;
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TABACHNICK, 2005; LUIKARD et al., 2003). Os efeitoque afetam todo o genoma
informam sobre a demografia da populacéo e solardistoria filogenética, ao passo que, 0s
efeitos especificos de certdsci auxiliam apenas na identificacdo de genes que sao
importantes para fithesse para a adaptacdo. @si neutros de um genoma sao igualmente
afetados pela demografia e historia evolucionaaapdpulacdo enquanto que losi sob
pressdo de selecdo apresentam padroes de variagdesmportamentos extremamente
diferentes do restante do genorbaci neutros sdo aqueles que ndo evoluem diretamente em
resposta a uma pressdo de selecdo, uma vez quea aisamica esta controlada
principalmente pela deriva genética e pela migraG@mseqientemente txi neutros sdo
herdados de acordo com as leis mendelianas e eagnsé nas propor¢des de equilibrio de
Hardy-Weinberg (LUIKART et al., 2003).

Um dos principais objetivos da genética de pofiidag descrever a quantidade de
variacao genética nas populacdes bem como os rseuEsicapazes de manter esta variacdo
(NEI, 1987). A introducéo da técnica de eletroferde proteinas, no ano de 1966 (HARRIS,
1966; LEWONTIN; HUBBY, 1966), proporcionou um grandavanco com relacdo a
aquisicao de tais dados, uma vez que, foi possévétr acesso a um enorme numertode
de organismos de qualquer espécie, provenientelfetentes ambientes, utilizando apenas
peguenas amostras de tecido. Desta maneira, padeisilerar, portanto, que a eletroforese
de isoenzimas (enzimas que atuam sobre o mesmdratahs empregada em escala
populacional, representou uma revolucdo para osdestde genética de populacdes
(SOLFERINI; SELIVON, 2004).

Nos anos subseqlientes ao advento desta técnian, fablicados inUmeros trabalhos
descrevendo os padrdes eletroforéticos de protemadiferentes espécies. A sistematizacao
da aplicacdo deste método molecular revelou umensatvariacdo genética na maioria das
populacdes naturais (HARTL, 1988). Neste conteXonura (1968) propds o modelo
neutralista de evolu¢cdo molecular, segundo o quatidera que a grande maioria da variacao
genética, em nivel molecular dentro das populagdsg)etivamente neutra e que a extensao
desta variacdo é determinada primariamente petadedmutacdo e deriva genética aleatoria.
Ao longo da primeira metade da década de 70, hanveronstantes discussdes entre 0s
defensores da teoria neutralista e entre os salstas. Enquanto os primeiros tratavam os
padrbes de diversidade segundo modelos neutrosndifdo que seria improvavel que a

selecdo fosse capaz de manter tamanha diversidedeselecionistas consideravam a
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variabilidade enzimatica como adaptativa, resudtaae processos seletivos (SOLFERINI;
SELIVON, 2004).

2.3.1 Medidas de variabilidade genética

As estimativas de variabilidade genética sao fretgirente utilizadas para se fazer
inferéncias sobre eventos histéricos que tenharnueindiado a estrutura genética das
populacdes (SOLFERINI; SELIVON, 2004). Variadosgmaetros de diversidade genética, o0s
quais estdo definidos a seguir, podem ser empregaai@ quantificar a variabilidade das
populacdes, como por exemplo, 0os numeros de aletwslocus e suas freqléncias,
freqUéncias genotipicas, riqueza de alelos, hatgrsilades observada e esperada.

O numero de alelos ptocus (n;) pode ser empregado para mensurar a variabilidade
genética, entretanto ha algumas desvantagens neegedere a este parametro, uma vez que
0 numero de alelos observados depende fortementantimho amostral. Esta dependéncia
ocorre devido aos inumeros alelos encontrados @xa lirequéncia nas populacdes naturais.
Assim, 0 aumento do tamanho amostral é acompar@dom aumento na probabilidade de
se encontrar estes alelos pouco frequentes. Eatiapmparacdes de entre diferentes
amostras nao serao significativas, ao menos quanmenhos amostrais sejam similares (NEI,
1987).

O parametro frequéncia de alelos corresponde @éraexp relativa de um alelo em
particular em uma determinada populacdo. Os gevgdsfio formados pela unido de gametas
masculinos e femininos, que ocorre geralmente asoca®e as freqiiéncias genotipicas sao,
portanto, as frequéncias relativas destes gendgposuma populacdo (NEI , 1987; NEI;
KUMAR, 2000). A riqueza de alelos §Ré uma estimativa do numero de alelos Ipous
independentemente do tamanho da amostra estudadage @ossibilita a realizacdo de
comparacdes entre populacdes com diferentes tamaahwstrais (GOUDET, 1995).
Conforme referido acima, em decorréncia do numeralelos ser amplamente dependente do
tamanho amostral, El Mousadik e Petit (1996) et HetiMousadik e Pons (1998) propuseram
o parametro de &om a finalidade de contornar tal problema.

A heterozigosidade observada ojH corresponde a proporcdo observada de

heterozigotos em uma populacdo. Ja a heterozigissielsperada @), também denominada
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diversidade génica, se refere a proporcdo espe®mderterozigotos supondo que populacdo
esteja em equilibrio de Hardy-Weinberg e o célddovalor de H é baseado na freqliiéncia
de alelos. O parametro de: I mais apropriado para mensurar a variacdo gangtna vez
que ele pode ser usado independentemente do sideereproducéo da populacéo, da ploidia
do organismo estudado e nos casos em que OS gemestram-se em CromosSOmos
responsaveis pela determinacdo do sexo. Assimg pokde ser utilizada em estudos com
organismos hapléides, dipldides ou polipldides agiemham reproducdo assexuada,
acasalamentos aleatorios ou auto-fecundacdo, ofapiecom que este parametro seja
denominado de maneira mais adequada de diversidauiiea. Assim como o parametro de n
a He também pode ser afetada pelo tamanho amostredtamtb, este efeito é infimo uma vez
que os alelos com baixas frequéncias dificilmemetrdouem para tal quantificacdo (NEI,
1987; NEI; KUMAR, 2000).

2.3.2 Estrutura genética populacional

A estruturacdo genética é resultante de uma s@ddiypopulacional, provocada pela
auséncia de panmixia. A ndo ocorréncia de panndifieulta a dispersdo de mutacdes, que
surgiram em certas areas, para o restante dasagdps| aumenta o endocruzamento das
subpopulacdes, acarretando uma diminuicdo de Viaede genética, e eventos como a
deriva genética e mutacBes poderdo ocasionar uweagéicia entre os diversos pontos
(SOLE-CAVA, 2004). Populacdes subdivididas aprementdiferencas nas freqiiéncias
alélicas as quais podem causar uma deficiénciaigedzigotos (NEI, 1987).

A verificagcdo da existéncia e dos niveis de estaglo genética nas populacbes
naturais € realizada através dos indices de fix&gédcoeficiente de endocruzamento
intrapopulacional), & (coeficiente de diferenciacdo genética) @ Fcoeficiente de
endocruzamento total de uma populag&Q)UDET, 1995; HARTL, 1988). Tais indices séo
calculados de acordo com os valores das heterodagites observadas ¢He esperadas
(diversidade génica, ) podendo ser utilizados em situagbes onde dsé@j@ando selegcéo ou
nao (NEI, 1987; NEI; KUMAR, 2000). Os indices de, st € Ft medem, respectivamente,
o déficit de heterozigotos dentro de uma populaeatre populacbes e o déficit total das
populacdes (GOUDET, 1995). O calculo de € realizado considerando @ lhédia e H
média dentro de uma populacdo,s €& calculado através dakhédia intrapopulacional e da
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He média do total de populacBes e, para a obten¢adbrdaconsideram-se a Hmédia
intrapopulacional e agmnédia do total de populac¢des (NEI; KUMAR, 2000).

Através dos niveis de heterozigosidades, repredmmtpelos indices de fixacéo,
conforme mostrado acima, € possivel se fazer imé&é sobre eventos que influenciam a
estruturacdo genética das populacdes. InUmerososvg@odem resultar na diferenciacao
genética entre populagdes, como por exemplo, czdagéo de um novo habitat ou de um novo
territorio (efeito do fundador), afunilamento pageibnal (efeito gargalo), mudancas
genéticas devido a eventos estocasticos (deriv@&tigane mutacdo) e selecdo natural
(direcional e disruptiva). Os estudos genéticosbtam podem mostrar que a deficiéncia de
heterozigotos pode ser consequéncia do endocruramenle efeito Wahlund (SOLFERINI;
SELIVON, 2004). Este ultimo ocorre quando uma papéd encontra-se subdividida em
varias unidades de reproducao, ou seja, em sulguiad, fazendo com que as frequéncias de
individuos homozigotos seja maior do que aquelaseguilibrio de Hardy-Weinberg (NEI,
1987; NEI; KUMAR, 2000). Informacdes a respeito ekdrutura genética das populagdes
naturais podem ser utilizadas em estudos evoluBvosmo apoio em programas de manejo
de espécies ameacadas de extincdo (SOLFERINI; SEN\2004).

2.4 Marcadores moleculares

Estudos para a deteccao de variabilidade genéticpopulacdes naturais podem ser
realizados empregando-se uma variedade de téaedai®logia molecular, através das quais
€ possivel se obter inUmeros marcadores moleculéhes marcador molecular é todo
fendtipo molecular oriundo de um gene expressoeouna segmento especifico de DNA, sem
qgue este Ultimo deva, necessariamente, correspendegides expressas do genoma. Com
relacdo aos marcadores moleculares, ndo ha ungatisiedade de se conhecer a sequéncia
de nucleotideos ou de sua funcéo. Caso estes megsa® comportem de acordo com as leis
basicas de heranca de Mendel, eles também podeterseminados de marcadores genéticos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Atualmente diferentes técnicas moleculares vém adratjlientemente empregadas
em analises de genética de populacdes, podendestacdr dentre elas o RFLP

(Polimorfismo do Tamanho dos Fragmentos de ResiigiRAPD (Polimorfismo de DNA
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Amplificado Randomicamente), as Isoenzimas, os odgatélites (FERREIRA,
GRATTAPAGLIA, 1998), o SSCP (Polimorfismo de Confacdo de Fita Simples)
(BLACK; DUTEAU, 1997), PCRs e o0 sequenciamento dagg ou regides especificas do
DNA mitocondrial e de RNA ribossomal (HOY, 2003).

2.4.1 Microssatélites

Até o presente momento, 0s microssatélites sao taghmsm como a classe de
marcadores moleculares mais polimorfica disponizkds consistem de pequenas sequéncias
repetidas em tandem, compostas por 1 a 4 nuclestitkecomprimento. Sado encontrados em
genomas de diversos organismos eucariotos, gers@meom bastante frequéncia e
apresentando distribuicdo ao acaso. A deteccaedestrcadores € feita através da técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizandespde primers especificos e
complementares a sequéncia flanqueadora do mitébssaCada grupo de elementos
repetidos de um uUnico microssatélite representalagus enquanto que cada segmento
amplificado de tamanho diferente, variando desde@® até algumas centenas de pares de
bases, representa um alelo diferente para este aonlesos (figura 3). A visualizagdo dos
produtos de PCR pode ser feita em gel de poliacidla, corado com nitrato de prata, ou de
agarose de alta resolucédo, corado com brometoidie,aitravés de autoradiografia, quando
se utilizaprimers marcados com radioisétopos, (FERREIRA; GRATTAPAGL1998) ou
ainda através da genotipagem por analise de fragsetom primers marcados por
fluorescéncia, o que envolve a utilizacdo de progsaadequados para a visualizagcdo dos

resultados.
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Figura 3 — Esquema da base genética dos marcadores de satéldes bem como da deteccdo de seus
polimorfismos. A: Genoétipo de um individuo homozigd(CA)1¢/(CA)1g. B: Gendtipo de um individuo
heterozigoto [(CA)/(CA):]. C: Gel de eletroforese com os genétipos de elifims individuos diploides

homozigotos (1 fragmento) e heterozigotos (2 frago®.
Fonte: FERREIRA; GRATTAPAGLIA (1998).

A técnica de microssatélites permite genotipar ie@sloci em um grande tamanho
amostral. Através deste marcador molecular € peissiisualizar ambos os alelos,
pertencentes a um determinddousde microssatélite, de um individuo heterozigotaeto
no caso em que houver alelos nulos. Por isso esteésadores sdo denominados de co-
dominantes. Associado a co-dominancia, o fato destearcadores também serem
multialélicos faz com que eles sejam consideradwsocos que possuem 0 mais elevado
conteudo de polimorfismo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA9A8). Os marcadores do tipo
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microssatélite sdo bastante informativos para estdé estruturacdo genética de populacdes
naturais. Odoci mais adequados para estas analises devem atersdeeguintes critérios:
apresentar heranca Mendeliana co-dominante, sengoico, ndo estar sujeito a pressao de
selecéo (seletivamente neutro), estar associadomanamente, ndo apresentar alelos nulos e
ser abrangente no genoma (EDILLO et al., 2007).

Os microssatélites podem ser utilizados com inumpropadsitos inclusive em estudos
espaciais e temporais sobre variabilidade e esagfio genética de populacdes de mosquitos
vetores de doencas. Tais estudos ja foram reabzeolm diferentes populacdes de espécies
vetoras comoCulex quinquefasciatug§FONSECA; LAPOINTE; FLEISCHER, 2000;
FONSECA et al., 2006)Cx. pipiens(HUANG; MOLAEI; ANDREADIS, 2008), Aedes
aegypti(HUBER et al., 2002)Anopheles gambia@INTO et al., 2002; PINTO et al., 2003) e
An. arabiensis (WONDJI et al., 2005; KENT; MHARAKURWA; NORRIS, 2G0.
Atualmente 24loci de microssatélites estdo descritos para a esfBciguinquefasciatus
(FONSECA,; ATKINSON; FLEISCHER, 1998; SMITH et a2005; EDILLO et al., 2007),
entretanto apenas 12 deles obedeceram aos séimsrieferidos no paragrafo anterior, o que
0s torna Uteis para analises de estruturacdo ganétn populacdes naturais (FONSECA,;
LAPOINTE; FLEISCHER, 2000; SMITH et al., 2005; FORGA et al., 2006 ; EDILLO et
al., 2007).

2.5 Programa de controle da filariose em Recife/PE

Durante os anos de 1999 e 2000, foi realizado wméirto para estudar a prevaléncia
da filariose por microrregidao na cidade de RecEe/d intuito de definir as areas prioritarias
para consolidacdo do programa de controle de ddariem Recife/PE (PLANO, 2006). O
Distrito Sanitario Il foi 0 que apresentou a mabevaléncia no municipio, com destaque
para os bairros de Agua Fria e Alto Santa Terezitdwlizados na microrregido 2. Estes
apresentaram respectivamente prevaléncias de &21987% (RECIFE, 2003).

Em marco de 2003, a Prefeitura de Recife iniciou pnograma de controle da
filariose visando a sua eliminagéo, no qual foranmmwvidas medidas de combate ao vetor
Culex quinquefasciatus o tratamento quimioterapico em massa da populagdana com a

dietilcarbamazina (DEC). Aqui serédo detalhadas apas acdes voltadas para o controle do



CARTAXO, M. F. S. AVALIAGAO DA DIVERSIDADE GENETICA DE UMA POPULAGAO DECulex quinquefasciatus 37

mosquito as quais séo responsaveis pela diminuigdtsco de transmissdo desta doenca. O
programa integrou métodos mecanicos (reparo efminalcdo dos criadouros do vetor),
meétodos bioldgicos (aplicacdo bimestral de produdiodase do biolarvicidaBacillus
sphaericu} e atividades de educacdo em saude, com paréidpefetiva da comunidade, no
intuito de garantir a continuidade das acdes. Ad&wo, o programa buscou avaliar o impacto
de suas atividades através de indicadores entoimotd¢densidade de mosquitos adultos,
densidade relativa de larvas e pupas, indice deeim@om criadouros e indice de infeccéo
vetorial) (RECIFE, 2003) e do monitoramento da epsbilidade daCx. quinquefasciatuao

B. sphaericus(ensaiosin vivo de formas pré-imaginais do inseto, coletadas ea &ob
intervencéo para calculo das £gke Clgg) (SILVA-FILHA et al., 2008).

Entre os anos de 2001 e 2002, previamente ao idiwi®rograma de Controle da
Filariose, foram realizadas atividades como o dealaento de criadouros, delimitacdo e
zoneamento da area, estabelecimento de indicadetesfo de estacdes de captura de alados
e levantamento de dados entomolégicos na micr@wedydo Distrito Sanitario 1l . O objetivo
desta etapa foi selecionar o local de implantac&xezucdo das acdes do programa bem
como suas formas de avaliagdo e monitoramento itritDi Sanitario 1l, anteriormente
apontado como local de maior prevaléncia na cidaddreas selecionadas para intervencao
piloto do programa foram Agua Fria, Alto Santa T@rka e outros 11 bairros circunvizinhos
(Linha do Tiro, Beberibe, Porto da Madeira, Fundgajueiro, Campina do Barreto, Arruda,
Bomba do Hemetério, Alto José do Pinho, Morro dadeaédo e Alto José Bonifacio). Estes
locais foram eleitos para a realizacdo do inquérgmdemioldgico, do tratamento
quimioterapico da populacdo humana com a DEC e @a@es de controle vetorial (RECIFE,
2003).

A area de intervencao piloto foi subdivida em zaleaavaliacdo (ZA) e zona de
barreira (ZB). A ZA, localizada apenas em Agua ,Fdarresponde ao nlcleo da area de
intervencdo de controle vetorial e foi seleciongmma o monitoramento dos indices
entomoldgicos, no intuito de avaliar o impacto dasdidas de controle adotadas. A ZA
corresponde a regidao de maior prevaléncia deddarem todo o Distrito Sanitario 1. A ZB,
que circunda a ZA, apresenta uma extensdo tealitquie garante uma protecdo contra a
introducdo de mosquitos de areas circunvizinhasc&atos metros a partir da ZA seriam
suficientes para garantir a sua protecdo. Estardist representaria apenas uma parte dos
bairros limitrofes referidos acima, entretanto,ide\a raz6es operacionais, a delimitacéo foi

feita considerando o limite de cada bairro, o queleu a extenséo territorial da ZB (figura
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4). Ambas as zonas foram submetidas as mesmaseingdes de controle vetorial, no
entanto, a coleta dos dados entomoldgicos foi &gemas na ZA (RECIFE, 2003).

Area (limite real)
= 8,604 Km?

Limite real da area de intervengéo ‘

..

Zona de barreira (ZB) ‘

..

e Zona de avaliagio (ZA) ‘

# Estagdes de captura
{mosquitos adultos)

Figura 4 - Mapa da area de intervencéo piloto do programaatirale da filariose indicando a zona de
avaliacdo (ZA), a zona de barreira (ZB) e o liméal escolhido como ZB. Na ZA, nucleo da area terwencédo
piloto, estdo indicadas as estacdes de captura€utikx quinquefasciatuadultos, onde foram instaladas
armadilhas luminosas.

Fonte: RECIFE (2003).

Em 2003 foi firmada uma parceria entre o CentrdPdsquisas Aggeu Magalhaes/
Fiocruz e a Secretaria de Saude da Prefeitura diéeReo ambito deste programa, € 0 nosso
grupo vem empregando ferramentas moleculares pamdorar o efeito das acdes de controle
vetorial em Agua Fria. Através do diagndstico molag Cartaxo et al. (2007) observaram
reducdo no percentual de infeccdo pelo parasitopppslacfes do vetor. Em um estudo
anterior, utilizando marcadores neutros, mostraquas variacdes temporais na diversidade
genética intrapopulacional podem ser Uteis com@riggnta para acompanhar flutuacbes na

composicao genética de uma populacad@reguinquefasciatusob intervencédo de controle
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vetorial. Entretanto, as técnicas empregadas (RESTP e seqlenciamento do gene que
codifica a citocromo oxidase Il e RAPD) ndo revatarum alto polimorfismo requerido a
este tipo de abordagem (CARTAXO, 2006). Isto soscéd necessidade de se utilizar outro
marcador neutro mais sensivel, uma vez que asddeles das populacdes de mosquitos sao
muito grandes. Apenas um marcador molecular baspotimoérfico seria capaz de apresentar
a sensibilidade necesséria para detectar uma iadesrepresentativa de uma populacéo téo
numerosa. A proposta do presente trabalho €, gortawaliar o impacto das intervencdes de
controle vetorial, que estéo sendo realizadas eoa/gia, sobre a diversidade genética bem
como verificar se elas estdo resultando em umatesigdo genética da populagédo@e
guingquefasciatusao longo de diferentes momentos. Para tal fiadedforam empregados um
marcador neutro do tipo microssatélite e um mancad pressdo de selecdo Bo

sphaericusgenecqml
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3 JUSTIFICATIVA

O continuo monitoramento e a avaliacdo dos efettas estratégias adotadas
destacam-se como pontos fundamentais nos progrdenesntrole de mosquitos vetores de
doencas (REGIS; NIELSEN-LEROUX, 2000). Apés sofrereeducbes nas densidades,
populacdes de mosquitos sdo capazes de restalebeserrapidamente uma vez que as
mesmas sao r-estrategistas. De acordo com a Of&8aale um sistema de monitoramento
eficiente € um dos principais responsaveis pelaasanos programas de controle da filariose
(TDR, 2002).

Geralmente, os impactos causados pelas intervededesntrole sobre populacbes de
mosquitos sdo avaliados e monitorados através midises entomologicos, capazes de
mensurar as densidades das formas jovens e/ol@aadREGIS et al., 1995; REGIS et al.,
2000; GOMES, 2002). Analises voltadas para a datedp desenvolvimento de resisténcia,
tanto a inseticidas quimicos (LINDBLADE et al., B)0COLEMAN et al., 2008) como
biologicos (RAO et al. 1995; SILVA-FILHA et al., 29), realizadas geralmente através de
bioensaios, também sdo amplamente utilizadas panéarar tais programas. Alguns autores
tém empregado ainda ferramentas moleculares emiosstie genética de populacées a fim de
avaliar a diversidade e estruturacdo genética @menas populacdes de insetos vetores
expostas a inseticidas (CHEVILLON et al., 1995; IBBRMAND et al., 1999; PINTO et al.,
2002; PINTO et al., 2003; WONDJI et al., 2005).

A proposta do presente trabalho é utilizar umarddgem alternativa, através do
emprego de ferramentas moleculares, com a finaidied avaliar os efeitos causados pelo
programa de combate vetorial em Agua Fria. Estelestisa, portanto, verificar se tais aces
foram capazes de impactar a diversidade genétigaopalacdo de€Culex quinquefasciatus
Desta maneira, estudos moleculares poderdo ses Gbeno ferramentas auxiliares aos

métodos convencionais na avaliacdo do desempestesdqe@ogramas.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

As acdes no ambito do programa de controle vetesi@#o sendo capazes de impactar

a diversidade genética da populacd@diex quinquefasciatuse Agua Fria?
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5 HIPOTESE

As acles de controle vetorial estdo causando e;dedda diversidade genética, o
aumento da frequéncia de um marcador sob pressssglelgio e contribuindo para o aumento
da diferenciacdo genética da populacdcdiex quinquefasciatuge Agua Fria ao longo do

tempo.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto das a¢bes no ambito do programeahtrole vetorial sobre a
diversidade genética da populacdoQldex quinquefasciatude Agua Fria no decorrer do

programa.

6.2 Objetivos especificos

» Avaliar os parametros de diversidade genéticayedrala analise de microssatélites, na

populacdo d€x. quinquefasciatuse Agua Fria, ao longo do programa de controle;

» Avaliar os parametros de diversidades genética elwe ggml na populacdo deCx.

quinquefasciatusle Agua Fria, ao longo do programa de controle;

» Determinar a correlacédo entre o marcador neutror¢ssatélites) e marcador sob presséo
de selecdo (germm?) ao longo do programa de combateGao quinquefasciatusm Agua

Fria.



CARTAXO, M. F. S. AVALIAGAO DA DIVERSIDADE GENETICA DE UMA POPULAGAO DECulex quinquefasciatus 44

7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

7.1 Area de estudo

O estudo foi realizado com uma populacdo do masdquitlex quinquefasciatus
proveniente do bairro de Agua Fria (Recife/PE). dl@ado no Distrito Sanitario Il, este
bairro € um dos mais populosos da cidade (PLANM6R0sendo composto por 44.020
habitantes e 10.900 domicilios (PREFEITURA DO RBEIZ006). O bairro de Agua Fria foi
selecionado para implantacdo do Programa de Centtal Filariose por apresentar uma
significativa prevaléncia da doenca (6,21%) e sasiclerado de alto risco sécio-ambiental
(RECIFE, 2003).Apenas na zona de avaliacdo do programa de cantole area de
aproximadamente 1,14 Kmforam contabilizados em torno de 3.000 criadowtesCx.
quinquefasciatugSILVA-FILHA et al., 2008). Estes foram compostpsncipalmente por
fossas, cisternas, canais, caixa de inspecao ascdéxpassagens entre outros como canaletas,
valetas e charcos (RECIFE, 2003).

As atividades relativas a reducédo da populacaaaetm ambito do programa, foram
iniciadas em margo de 2003. Estas incluiram o cepéou eliminacdo dos criadouros do
mosquito, aplicacao bimestral do biolarvicBacillus sphaericug monitoramento através de
indicadores entomolégicos (densidade relativa deasae pupas, densidade de mosquitos
adultos e indice de imGveis com criadouros) (RECHI3). Em cada tratamento utilizou-se,
por criadouro, de 3 a 5 gfndo biolarvicida Vectolex G (Valent Bioscien8gsbaseado na
cepa 2362 d&. sphaericugSILVA-FILHA et al., 2008).

7.2 Amostragem

Agentes da prefeitura coletaram formas jovens (oV@vas e pupas) d€ulex
quinquefasciatugm fossas localizadas em 7 residéncias no baérrAglia Fria (figura 5).
Tais coletas foram realizadas em 6 diferentes mtoaenjunho/2003, agosto/2003,
dezembro/2003, abril/2004, junho/2004 e outubro42@0nostras de mais 2 coletas, relativas
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aos meses de maio/2005 e setembro/2006, foramigente cedidas pela Dra. Maria Helena
Silva-Filha para este estudo, totalizando 8 difeemomentos avaliados. A primeira coleta
foi feita apos trés meses de inicio do tratamenta o agentd3acillus sphaericusTodo o

material foi enviado ao Laboratorio de Controle\dgores do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes (CPgAM/ Fiocruz) e mantido, em tempesatleg 27 °C e umidade 80%, até a

emergéncia dos adultos. Estes foram armazenad@® 8G-para subsequente extracado de
DNA.

Area (limite real)
=8,604 Km®

Limite real da area de intervencéo ‘

. ‘ Zona de barreira (ZB) ‘
L]

Zona de avaliagao (ZA) ‘

# EstagOes de captura
(mosquitos adultos)

Figura 5- Mapa da area de intervencéao piloto do programzod#ole da filariose indicando a zona de avaliagao
(ZA), a zona de barreira (ZB) e o limite real ebad como ZB. Na ZA, nlcleo da area de intervermémo,
estdo indicadas as estacfes de capturdSutex quinquefasciatuadultos, onde foram instaladas armadilhas
luminosas. Os circulos destacados em vermelhoadasintodos os 7 locais de coleta das formas jodans
espécieCulex quinquefasciatumo longo dos diferentes momentos de estudo.

Fonte: RECIFE (2003) adaptado.

7.3 Extracao de DNA total
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A extracdo de DNA total das amostras utilizadastenesstudo ja havia sido
previamente realizada e a descricdo do método spermas para esclarecer como o DNA foi
obtido. Os mosquitos foram macerados individualeem uma solucéo preparada com 400
ul de tampéao de liséNaCl 0.4 M, EDTA 2 mM e Tris-HCI 10 mM pH 8.0), 12 de SDS
10% e 7ul de proteinase K (10 mg/mL). Posteriormente, imtiibe o homogenato a 65 °C
por aproximadamente 8 h e, apds este periodogifiai $uspensdo do DNA adicionando-se
420 uL de NaCl 5 M. A mistura foi homogeneizada rapidateenum agitador seguida por
uma centrifugacdo a 14.000 rpm por 20 min. Ao fidekcartou-se @ellet Apds estes
procedimentos, o DNA foi precipitado pela adicdasdgropanol e incubado a -20 °C durante
1 h. Passado este tempo, a solucédo foi centrifugad4.000 rpm durante 20 min e o
sobrenadante foi descartado, restando aperzalet Este foi lavado com etanol 70%, e
posteriormente seco num liofilizadgiEppendorf). Apés os procedimentos descritos
anteriormente, o sedimento foi recuperado em30@e tampéao TE (Tris 10 mM e EDTA 1
mM). Ao final do procedimento, preparou-se um gebdarose 0,8% a fim de se visualizar a
qualidade das amostras processadas. Estas foradasarom brometo de etidio, submetidas
a eletroforese por 50 minutos a 120 V, em um tand&e (Tris 45mM, acido borico 45mM

e EDTA 1mM pH 8,0), e visualizadas em um transihauor ultravioletgVilber Lourmat’).

7.4 Estudo com o0 marcador neutro

7.4.1 Amplificacdo de microssatélites

Inicialmente foram testados 1lboci de microssatélites para o estudo: CQ29
(FONSECA,; ATKINSON; FLEISCHER, 1998), CxqGA12, Cxfi& CxqGT6b, CxqGT8,
CxqGT17 (SMITH et al., 2005), CxqGT108, CxqCAll8xgBTGY9, CxqCTG1l0 e
CxqCAG101 (EDILLO et al., 2007). A selecdo dedtes para o teste foi feita considerando
aqueles que estavam em equilibrio de Hardy-Weinb&ig apresentaram desequilibrio de
ligacdo, ndo apresentaram alelos nulos e que faesuritos como bastante polimorficos.
Apenas 4 (CxqGT6b, CxqCA118, CxqCTG10 e CxqCAG144d3 loci escolhidos ndo se
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enquadravam nos critérios citados acima, entretaftam testados em virtude das
amplitudes de tamanhos de seus alelos, as quastipen que eles fossem combinados aos
outros loci selecionados (tabela 1). @sci CxqGT6b e CxqCA11l8 ndo obedeceram aos
critérios por apresentarem um desvio significatiecequilibrio de Hardy-Weinberg (SMITH
et al., 2005; EDILLO et al., 2007) enquanto queaxs CxqCTG10 e CxqCAG101 foram
apontados como pouco polimorficos (EDILLO et alQ02) para a espéci€ulex
quinquefasciatus As amplificacbes para a realizacdo destes tdst@sn feitas com 12
amostras de DNA, referentes a espécie de mosquitaatada proveniente de Agua Fria,
extraido conforme o item anterior.

Apoés os testes foram utilizados apenakbd& de microssatélites (CQ29, CxqGTS8,
CxgATGY9, CxqCTG10 e CxqCAG101) para o estudo eaades para estas escolhas estédo
detalhadas no item resultados. As amplificacdemnfarealizadas em 323 amostras utilizando
osprimersforward e reverso CQ29 (FONSECA; ATKINSON; FLEISER], 1998), CxqGT8
(SMITH et al., 2005), CxgATG9, CxgCTG10 e CxqCAGIEDILLO et al., 2007), sendo
que apenas os forward foram marcados com fluorsfo@s primers CQ29, CxqGT8 e
CxgATG9 foram marcados com o fluoréforo Cy5 (flulsm@ncia azul) enquanto psimers
CxqCTG10 e CxqCAG101 foram marcados com o fluoiey5.5 (fluorescéncia verde).
Cada reacao foi feita para um volume final de 2Qulizando tampao NH1X [16 mM
(NH,),SO4, 67 mM Tris-HCI (pH 8.8) e estabilizador 0,01%)] (Bie®), 0,05 mM de cada
dNTP (Bioliné®), primers (Eurofins MWG Operof) e MgCh (Bioline®) com concentracées
diversas (tabela 2), 0,15 mg/ml Albumina de SorwiBm (BSA) (Promedd), 0,5 U de Taq
DNA polimerase (Biolin&) e 1ul do DNA molde. Vale salientar que néo féiizgda BSA
apenas na amplificacdo docus CQ29. Para cada grupo de reacdes foram feitosotesit
negativos, 0s quais eram constituidos de todoe@gentes supracitados com excecdo do

DNA molde, no intuito de checar a possibilidadedetaminacéo.



CARTAXO, M. F. S. AVALIAGAO DA DIVERSIDADE GENETICA DE UMA POPULAGAO DECulex quinquefasciatus 48

Tabela 1 —Amplitude de variacdo nos tamanhos dos alelos,a&esple bases, encontrada parbdilde microssatélites na espé€ielex quinquefasciatdescritos por
Edillo et al. (2007), Fonseca; Atkinson; Fleisc{ig398), Fonseca; Lapointe; Fleischer (2000), Famst@l. (2006) e Smith et al. (2005).

Amplitude de tamanhos dos fragmentos (pb)

77 89 91 100 114 122 126 128 136 141 145 161 1640 1474 184 188 214 249 262 282

Locus

CQ29 164 188

CxqGA12 91 145

CxqGT4 141 161

CxqGT6b 128 136

CxqGT8 77 122

CxqGT17 126 170

CxqGT108 100 214

CxqCA118 114 282

CxgATG9 184 262

CxqCTG10 89 174

CxgCAG101 174 249
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As solucdes foram amplificadas em um termociclaGaneAmp 2700 (Applied
Biosystem$) programado para diferentes condi¢des conformptag@es dos procedimentos
descritos por Fonseca, Atkinson e Fleischer (1,998)ith et al. (2005) e Edillo et al. (2007).
Para docusCQ29 as reacOes foram feitas em 30 ciclos de 9®P@0 seg, 60 °C por 1 min
e 72 °C por 1 min, precedidos por uma etapa d€3®P 5 min e sucedidos por outra etapa a
72 °C por 5 min. As condi¢cbes de amplificagéo paus CxqGT8 foram: uma fase inicial
de 96 °C por 5 min, seguida por 45 ciclos de 9p®C30 seg, 54 °C por 40 seg e 72 °C por 40
seg e, por fim, uma extenséo final de 72 °C poiirb Rara odoci CxgATG9, CxqCTG10 e
CxqCAG101 a fase inicial foi de 94 °C por 5 minwgdg por 35 ciclos de 94 °C por 40 seg,
58 °C por 40 seg e 72 °C por 30 seg e uma fadedfna2 °C por 15 min.

Apo6s cada reacdo de PCR, adicionou-se uma caudA pok produtos amplificados
em decorréncia de diferencas nos tamanhos dos déragmobtidos entre a extensao das fitas
positivas e negativas do DNA. O procedimento ctimsiga preparacdo de um solugédo com
tampdo NH 0,33X [5,33 mM (NH),SO,, 22,33 mM Tris-HCI (pH 8.8) e 0,003%
estabilizador] (Biolin&), 0,07 mM de cada dNTP (Biolifig 2,5 mM de MgGl (Bioline®),
0,75 U de Taq DNA polimerase (Biolifjee 20 pl do produto de PCR. A mistura foi
submetida a uma etapa de extensado a temperatiia gpor 30 min em um termociclador
GeneAmp 2700 (Applied Biosysteff)s

Tabela 2 -Loci de microssatélites analisados no estudo, comaasreapectivas seqlienciaspdieners
repetic6es dos microssatélites e concentracdeaddmoemer e do MgC} utilizados nas amplificagées.

Locus Sequéncias Repeat Concentracéo Concentragéo
dosprimers amplificado primer (ULM) MgCl, (mM)
CQ29 F: TGGGAGAGCATAGTTTCAGG (GBBA(GT)yp 0,2 1,5
R: TGCTCAGGAGACTCTACTGG
Cxq F: TGTTGCATCTTCCCAGTAGC (GTy 0,2 2
GT8 R: CCGCGCTAAATTACAAAATACAC
Cxq F: CCACTCAAACTAAAACACCACA (ATG), 0,2 1,5
ATG9 R AATGCCATAACCATCGTCAT
Cxq F: CGTTCTCCAACTGTCATCTTTC (CTGITG(CTG) 0,5 1,5
CTG10 R: AACCGAAATCGGAAGGTATTAA
Cxq F: CAATCAGGGAACCTCAATC (CAG) 0,5 2,5
CAG101

R: GGGACTGGGTATTAGGAGAC

7.4.2 Separacgdo por tamanho de fragmentos e idegéb dos alelos de microssatélites
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Apés a adicdo da cauda poli-A, foi preparada umatura para cada amostra
separadamente contendo aliquotas dos produtos Beréf€entes a cada um dogobi de
microssateélites. De cada mistura retirou-se 4 glgoais foram adicionadas a 35,5 ul de
GenomeLab Sample Loading Solution (Beckman Cdi)ltera 0,5 pl de GenomelLab DNA
Size Standard Kit-400 (Beckman Coulerresultando em uma solucdo final de 40 pl,
relativa a cada amostra especifica. ApOs tais dnomntos, foi realizada a genotipagem,
através da separacdo por tamanho de fragmentoslifbventes alelos de cadacus e
deteccéo de suas fluorescéncias, utilizando o seitlor CEQ 8000 (Beckman Coufter
As andlises dos eletroferogramas gerados foraasfai programa CEQ 8000 Series Genetic
Analysis System (Beckman Coultr

7.4.3 Andlise dos dados de microssatélites

Os parametros de variabilidade genética avaliadasstudo foram nimero de alelos e
suas frequéncias, riqueza de alelos e heterozapesidsperada ou diversidade génica (NEI,
1987). Todos foram estimados pocus nos 8 diferentes momentos de coleta através do
programa FSTAT versao 2.9.3.2 (GOUDET, 1995). Aeizp de alelos @ré uma medida do
namero de alelos independente do tamanho amogisdim, tal estimativa permite
comparacdes entre amostras com diferentes tamdas$tasfoi uma estratégia proposta por El
Mousadik e Petit (1996) e Petit, El Mousadik e PA®98) para lidar com o problema, uma
vez que a quantidade de alelos observados em umstrang fortemente influenciada pelo
tamanho amostral. A heterozigosidade esperaga {&@mbém denominada diversidade génica
(NEI, 1987), € uma medida de extensdo de diversigatética amplamente utilizada. Ela é
calculada baseando-se na frequéncia dos alelos.

Além dos parametros supracitados, avaliou-se aretiféacdo genética entre o0s
momentos de coleta, estimada pelo indice de fix&gaoEste indice reflete a proporcao de
variabilidade genética encontrada entre populagdeddo a subdivisdo populacional
(estruturacdo genética) (SOLFERINI; SELIVON, 200@% valores de dr foram calculados
segundo o método de Weir e Cockerham (1984) atdwgsograma FSTAT versao 2.9.3.2
(GOUDET, 1995). E importante destacar que, devi®lmixos valores de heterozigosidade
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encontrados paralocusCxqCTG10 em comparacao aos outoxs, foi necessario fazer uma
correcdo dos indicessfutilizando o programa RecodData versdo 0.1 (MEIRNA 2006).

O célculo da correcéo consistiu na divisdo de é¢btido no programa FSTAT pelo valor
gerado no programa RecodData. Isto resultou em gnecdfrigido o qual foi utilizado em
todas as comparacdes. A associacdo entre difec@onaignética e o tempo de separagdo entre
as coletas foi verificada pelo teste de Mantel,s@®rando 5.000 permutacdes, através do
suplemento POPTOOLS verséo 3.0.6, acessorio dambtitrEXCEL (HOOD, 2008). O teste
de Mantel foi realizado através da comparacdo emtr@ matriz com o tempo de separacao
entre os diferentes momentos de estudo (tabela @Ba matriz com os valores dgtF

corrigido.

Tabela 3- Matriz mostrando o tempo de separagdo, em mes#s, 0s diferentes momentos de estudo.
1° Coleta 2%Coleta 3% Coleta 4°Coleta 5° Coleta 6°Coleta 7° Coleta 8% Coleta
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mail05)  (Set/06)

12 Coleta (Jun/03)

2% Coleta (Ago/03)

3% Coleta (Dez/03) 6

42 Coleta (Abr/04) 10 8 4

5% Coleta (Jun/04) 12 10 6 2

6% Coleta (Out/04) 16 14 10 6 4

72 Coleta (Mai/05) 23 21 17 13 11 7

8% Coleta (Set/06) 39 37 33 29 27 23 16

O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg foi testghra caddocus pelo indice de
fixacdo ks, através do FSTAT versdo 2.9.3.2 (GOUDET, 199%3lokés negativos ded~
apontam para um excesso de heterozigotos enquaateatpres positivos sao indicativos de
um déficit de heterozigotos. Testes para deteceatedequilibrio de ligacao foram realizados
através do programa GENEPOP versdo 4.0 (RAYMONDURSET, 1995). Para tanto,
utilizou-se o algoritmo de cadeia de Markov, que dena comparacdo de todos os possiveis
pares ddoci em cada momento de coleta separadamente, e paldovde Fisher, utilizando

o teste do qui-quadrado, que compara todos osveisgiares deci na populacao total.

7.5 Estudo com o marcador sob presséo de selecao
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7.5.1 Amplificacao do genegm1

O estudo utilizando o marcador sob pressao de&eleg feito pela amplificacdo do
genecgml, para deteccao dos alelogmle cqmkec Este Ultimo codifica o receptor com a
delecdo de 19 nucleotideos, descrito por Romad ¢2@06). Nesta etapa do estudo foram
utilizadas as mesmas 323 amostras previamente gata® nas analises de microssatélites.
Os primers Cpg2F (5-CGAGAATTCATGCAGGACTTCAAAGAG-3) e CpqlR(5-
GCACTGCAGGGAAGTGGTGGAAGGTAC-3"), descritos por Chgte at al. (2009),
foram utilizados para amplificar o gene sob pres$@icselecdo. Estes anelam nas regides
flanqueadoras da delecdo de 19 nucleotideos noaggngée foram desenhados a partir da
sequéncia do alelogmXkec da colbnia resistente CqRL1/2362, descrita por &omet al.
(2006).

As reacoes de PCR foram preparadas para um vdloalale 25ul, de acordo com
Chalegre et al. (2009), utilizando 0,2 mM de cdN&P (Invitrogert), 1,6uM de cadaprimer
(Invitroger?), 2 U de Taq DNA Polimeraggnvitroger’), tampdo 1X (KCl 50 mM e Tris-
HCI 20 mM pH 8.4) (Invitroge®), 1,4 mM de MgGl (Invitrogerf) e 2ul do DNA total do
mosquito, extraido conforme citado no item 7.3.aRoffeitos controles negativos para cada
grupo de reagfes, onde se utilizou todos os reagemdcessarios a PCR com exce¢do do
DNA molde. As amplificacdes foram feitas num teriolazior T3000 (Biomet’d
programado param ciclo inicial de94 °C por 3 min, seguido de 34 ciclos a 94 °C poséy,

55 °C por 50 seg e 72°C por 120 seg e, ao finah etapa de 72 °C durante 10 min
(CHALEGRE et al., 2009). E importante destacar @se amplificacdes das amostras
referentes aos meses de maio/2005 e setembro/208® genegmlforam realizadas pelo
aluno de doutorado Karlos Diogo Chalegre e que swltado relativo a maio/2005 foi
previamente publicado por Chalegre et al. (2009).

7.5.2 Identificacdo dos alelagmle cqmkec
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A andlise dos produtos de PCR do gegenlfoi feita de acordo com as diferencas de
tamanho, em pares de bases, para identificacdogelndtipos susceptiveis e resistentes.
Assim, os produtos de PCR foram submetidos a uetao@rese sob poténcia de 120 V,
durante 120 minutos, em gel de agarose 2% coraddocometo de etidio, e visualizados em
um transiluminador ultravioletlJVP®). H& possibilidade de serem encontrados 3 difesent
genotipos: um fragmento de 208 pb correspondersénad/iduos homozigotos sem delecao
(gendtipo susceptivel), um de 189 pb que corresp@ud individuos homozigotos com a
delecdo (gendtipo resistente) e amostras com aodbémgmentos referentes aos individuos
heterozigotos (gendtipo susceptivel).

7.5.3 Andlise dos dados do gerggnl

ApoOs a identificacdo dos diferentes genotipos, rdeteu-se 0 numero e as
frequéncias dos alelos bem como a heterozigosidggerada para cada momento de coleta.
Estes parametros de variabilidade genética fordpouledos através do programa FSTAT
versdo 2.9.3.2 (GOUDET, 2002). A diferenciacdo tjeaéentre as amostras para o gene
cgmlfoi obtida pelo indice de fixacag seguindo o modelo de Weir e Cockerham (1984).
Os calculos foram realizados pelo programa FSTA$ae2.9.3.2 (GOUDET, 2002). A fim
de permitir uma comparacdo com os dados de mid¢édisss, os indices dest utilizados
para o estudo do marcador sob pressdo de selaph@rteforam corrigidos no programa
RecodData versao 0.1 (MEIRMANS, 2006), de acordm @ procedimento supracitado.
Também foi realizada uma analise de correlacdo aopnoposito de comparar ambas as
matrizes de distancia (estimativa der para o genegmle tempo de separacdo entre as
coletas), pelo teste de Mantel com 5.000 permugqdidizando o acessério POPTOOLS
versao 3.0.6 (HOOD, 2008). Conforme ja citado nmds de microssatélites, o teste de
Mantel baseou-se na comparacdo entre uma matrizccaempo de separacao entre 0s

diferentes momentos de estudo (tabela 3) e umaznecatn os valores dosk-corrigido.

7.6 Comparacédo entre os microssatélites e o gerggnl
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O estudo comparativo entre o marcador neutro (éatelite) e o marcador sob
pressédo de selecdo (gergprl), ao longo dos diversos periodos de tempo comslds, foi
realizado por um teste parcial de Mantel. Esteaseib no uso de trés matrizes e seu objetivo
é testar a correlagdo entre duas delas sob aeir@ecia de uma terceira matriz. Tal correlagéo
foi estimada pelo programa ZT (BONNET; VAN DE PEERQ2) através da comparagao
entre as matrizes desfdo microssatélite e do gemgnil sob interferéncia da matriz do

tempo de separacdo entre as coletas.
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8 RESULTADOS

8.1 Estudo com microssatélites

A partir dos resultados gerados com os testes Héscilde microssatélites, apenas 6
deles (CQ29, CxqGT8, CxgGT108, CxqATGY9, CxqCTG10x®CAG101) mostraram-se
apropriados para o estudo. @xi CxqGA1l2 e CxqGT6b foram excluidos pois as suas
amplificagBes geraram produtos com baixa conceidraklém disso, a amplitude dos alelos
do locus CxqGT6b se sobrepbs a dioei CQ29, CxqGT108 e CxqCAG101 (tabela 4), e
como ele ja havia apresentado previamente um degymificativo do equilibrio de Hardy-
Weinberg (SMITH et al., 2005), decidiu-se elimimadlo estudo. Aocus CxqGT4 foi
descartado uma vez que néo foi possivel amplifiodh nenhuma das 12 amostras testadas.
A amplificacdo ddocusCxqGT17 gerou 3 fragmentos de aproximadamente 28D e 510
pares de bases. Possivelmente estes dois Ultoras fragmentos inespecificos e por esta
razao olocus CxqGT17 também foi excluido do estudo. Os tamamussalelos ddocus
CxqCA118 se sobrepuseram aosldous CxgATG9 (tabela 4), e como este primeiro foi
descrito por Edillo et al. (2007) como apresentanaodesequilibrio de Hardy-Weinberg, o
locusCxgATG9 foi utilizado em detrimento docusCxqCA118.

ApoOs a fase de testes, foi iniciada a etapa desandds alelos pertencentes a cada um
dos 6 loci selecionados, através da genotipagem. Os ressltdds eletroferogramas
mostraram que 0s picos gerados pelos produtos &erBf€rentes atbcus CxqGT108 néo
apresentaram intensidades suficientes para congemepm 0s picos gerados pelos outros 5
loci. A primeira causa para tal resultado foi porquprimer utilizado na amplificacdo do
locus CxqGT108 foi marcado com um fluoré6foro preto (VRED D2 Sigm&), o qual
apresenta uma fluorescéncia mais fraca em commaeagazul e ao verde. A outra razéo foi
porque a concentracao obtida para os produtos &ede€tdocusfoi inferior aos dos outros
5 loci. Devido aos referidos problemas]jozus CxqGT108 também foi excluido, restando
apenas ogoci CQ29, CxgGT8, CxgATG9, CxgCTG10 e CxqCAG101. Aufeg 6 mostra
alguns dos eletroferogramas gerados pela analisagiaentos dos bci de microssatélite.
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Tabela 4 —Amplitude de variagéo nos tamanhos dos alelospi@ig), em pares de bases, encontrada pdozilde microssatélites na espéCelex quinquefasciatyus
descritos por Edillo et al. (2007), Fonseca; AtkimsFleischer (1998), Fonseca; Lapointe; Fleis¢p@00), Fonseca et al. (2006) e Smith et al. (208%ariacéo nos
tamanhos dos alelos (cores cinza, azul e verdepaees de bases, encontradas para as amostrasipries de Agua Fria nestes mestoos As amplitudes de fragmentos
em azul séo relativas almei CQ29, CxqGT8 e CxqATG9, cujgsimersforam marcados com o fluoréforo Cy5, enquantoapieerdes sao referentes ks CxqCTG10 e

CxqCAG101, cujoprimersforam marcados com o fluor6foro Cy5.5.

Amplitude de tamanhos dos fragmentos (pb)
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Figura 6 — Eletroferogramas gerados para 4 individuos décés@ulex quinquefasciatuastravés da andlise de
fragmentos para o®ci CxqGT8 (picos azuis iniciais da esquerda parareitd), CxqCTG10 (picos verdes
iniciais da esquerda para a direita), CQ29 (picpgisacentrais), CxqCAG101l (picos verdes centrais)
CxgATG9 (picos azuis finais da esquerda para atajre

No total 323 amostras foram analisadas para cadaasyb diferentesoci (CQ29,
CxqGT8, CxqATGY9, CxqCTG10 e CxqCAG101). O numeroatitos porlocus (tabela 5)
variou entre 316cusCxqCTG10) e 12lgcusCxqGT8). As freqliéncias alélicas para cada um
dos 5 diferentelci de microssatélites estdo mostradas na tabelaraiér freqiiéncia alélica
obtida foi de 0,972 para o alelo 107 ldousCxqCTG10 e a minima de 0,002 para os alelos
180 dolocus CQ29, 85 ddocusCxqGT8, 243, 245, 257, 264 do CxgATG9 e 180atms
CxqCAG101 (tabela 5).

Ao longo do estudo foram observados 14 alelossréedbela 5) na populagéao @Gs.
quinquefasciatusde Agua Fria que, de acordo com a definicdo de ukam(1983),
correspondem aqueles cujas frequéncias relativasnéériores a 0,01. Foram detectados
apenas 2 alelos raros na 12 coleta (alelos 243ed@4ocus CxgATG9), os quais foram
encontrados exclusivamente neste momento, ambodregiéncia total de 0,002. Um fato

semelhante ocorreu no 2° momento de estudo, qusmdbservou apenas os alelos 261 do
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locusCxgATG9 e 113 ddocusCxqCTG10 como sendo raros, ambos com frequénmiais t
de 0,003. Na Bcoleta, o nimero de alelos raros detectados dpbomn o surgimento de 4
novos alelos raros. Destes, apenas 1 (alelo 86ails CxqGT8) foi exclusivo da 32 coleta,
enquanto que os 3 restantes (alelos 18bdas CQ29, 113 e 115 dimcus CxqGT8) foram
encontrados em outros momentos apds esta coletd. ddleta também foi marcada pelo
aumento no numero de alelos raros. Nela foram wades 5 alelos raros, dos quais 1 havia
sido previamente detectado na coleta anterioradéb dolocus CxqGT8) e os outros 4
foram exclusivos deste momento (alelos 180odas CQ29, 257 e 264 docuscxgATGY e
180 dolocusCxqCAG101).

A primeira reducdo no numero de alelos raros sOofservada a partir do 5°
momento, quando se relatou a ocorréncia de apealatolraro (113 déocusCxqGT8). Vale
salientar que tal alelo foi provavelmente introdioazem Agua Fria na 32 coleta e que a sua
frequiéncia baixou de 0,03 para 0,01 na 52 coletparir deste momento ele néo foi mais
detectado nas coletas subsequentes. Na 62 colatalp& raros foram observados sendo um
deles (alelo 198 dtocus CxqCAG101) exclusivo deste momento e o outro jaahaido
encontrado na 32 coleta (alelo 181 Idous CQ29). O numero de alelos raros voltou a ser
reduzido na 72 coleta, quando se detectou aperateld 116 dolocus CxqGT8). Este
provavelmente surgiu na populacio de Agua Friartir pl@ 7° momento, visto que o mesmo
ndo havia sido detectado previamente. O alelo bll6alis CxqGT8 também foi encontrado
na 82 coleta, sendo que a sua freqiéncia reduZildera 0,067 quando comparado a coleta
anterior. Apenas este unico alelo raro foi desert@®® momento de estudo.

Além dos alelos raros, também foram detectado®®etm freqiiéncias muito baixas,
de 0,014 e 0,012, respectivamente, para os alélbg 117 ddocusCxqGT8 e de 0,013 para
o alelo 249 ddocusCxgATG9 (tabela 5). A queda mais brusca foi regd para o alelo 107
do locus CxqGT8, cuja frequéncia foi reduzida de 0,05 nadléta para 0,01 na 42 coleta,
desaparecendo completamente no periodo subseqdénds. freqiiéncias dos alelos 117 do
locus CxgGT8 e 249 ddocus CxgATG9 apresentaram um decréscimo mais brandhQi
na 12 coleta, para 0,01, na 62 coleta, desapa@cEsdmomentos seguintes. As reducdes na
freqiéncia e consequentes desaparecimentos desteso8 sugerem que o programa de
controle estd provocando uma reducdo na diversigadética da populacdo de mosquitos
vetores de Agua Fria.
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Tabela 5- Nimero e freqiiéncia de alelos encontrados paia wa dos foci de microssatélite nos diferentes
momentos de estudo. Os valores em negrito corrdepoaos alelos raros e os sublinhados aquele®orara f
encontrados em baixa freqiiéncia.

Frequéncia dos alelos

Locuse : 2 F # 5 & 7 &
alelos Coleta  Coleta Coleta Coleta Coleta Coleta  Coleta Coleta Total
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abri04) (Jun/04) (Out/0d) (Mail05) _(Set/06)

CQ29

175 0,255 0,213 0,276 0,357 0,367 0,408 0,45 0,286,316
176 0,041 0,043 0,051 0,051 0,031 0,051 0,05 0,143,049
178 0,051 0,043 0,031 0,02 0,041 0,02 0 0 0,032
179 0,653 0,702 0,633 0,561 0,561 0,5 0,5 0,571 97,5
180 0 0 0 0,01 0 0 0 0 0,002
181 0 0 0,01 0 0 0,02 0 0 0,005
N, 4 4 5 5 4 5 3 3 6
N 49 47 49 49 49 49 10 14 316

CxqGT8
85 0 0 0,01 0 0 0 0 0 0,002
93 0,43 0,48 0,49 0,5 0,49 0,49 0,75 0,567 0,492
95 0,03 0 0,03 0,01 0,07 0,02 0 0 0,025
97 0,28 0,25 0,26 0,296 0,29 0,276 0,05 0,3 0.269
105 0,12 0,15 0,11 0,122 0,09 0,153 0,05 0,067 90,11
107 0,05 0,03 0 0,01 0 0 0 0 _ 0,014
113 0 0 0,03 0 0,01 0 0 0 0,006
115 0 0 0,01 0,01 0 0 0 0 0,003
116 0 0 0 0 0 0 0,1 0,067 0,006
117 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0 0 _ 0,012
119 0,05 0,05 0,05 0,02 0,02 0,02 0 0 0,033
121 0,02 0,03 0 0,02 0,01 0,031 0,05 0 0,019
n, 8 7 9 9 8 7 5 4 12
N 50 50 50 49 50 49 10 15 323

CxgATG9

243 0,01 0 0 0 0 0 0 0 0,002
245 0,01 0 0 0 0 0 0 0 0,002
249 0,02 0,02 0,02 0 0,01 0,01 0 0 _ 0,013
250 0,23 0,1 0,204 0,204 0,198 0,177 0,222 0,167 1860,
253 0,33 0,44 0,347 0,316 0,292 0,302 0,056 0,3 29,3
257 0 0 0 0,01 0 0 0 0 0,002
259 0,05 0,09 0,02 0,051 0,063 0,042 0 0 0,049
260 0,21 0,15 0,163 0,224 0,177 0,24 0,444 0,333 2080,
261 0 0,02 0 0 0 0 0 0 0,003
262 0,14 0,18 0,245 0,184 0,26 0,229 0,278 0,2 80,20
264 0 0 0 0,01 0 0 0 0 0,002
N, 8 7 6 7 6 6 4 4 11
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N 50 50 49 49 48 48 9 15 318
CxqCTG10
95 0,02 0,02 0,04 0,02 0,02 0,02 0 0,067 0,025
107 0,98 0,96 0,96 0,98 0,98 0,98 1 0,933 0,972
113 0 0,02 0 0 0 0 0 0 0,003
Na 2 3 2 2 2 2 1 2 3
N 50 50 50 49 50 49 10 15 323
CxqCAG101
180 0 0 0 0,01 0 0 0 0 0,002
186 0,69 0,76 0,68 0,694 0,72 0,653 0,85 0,833 10,71
192 0,31 0,24 0,32 0,296 0,28 0,316 0,15 0,167 30,28
198 0 0 0 0 0 0,031 0 0 0,005
Na 2 2 2 3 2 3 2 2 4
N 50 50 50 49 50 49 10 15 323
Média 5 loci
N, 4.8 4,6 4.8 5,2 4.4 4,6 3 3 7,2

* n, numero de alelos ptwcus N, tamanho amostral.

A média da riqueza de alelos JRentre os 5 diferentekci de microssatélites
apresentou um decréscimo ao longo do estudo. Beienptro variou entre um valor maximo
de 3,42, registrado na primeira coleta, até atingir valor minimo de 2,90, no ultimo
momento de estudo (tabela 6). O parametro riquezadedos foi 0 Unico que apresentou uma
associacao estatisticamente significativa com gtein= -0,930 e p= 0.0008), ou seja, a
diversidade genética obtida através da média deeza de alelos para osldci diminuiu

significativamente ao longo do programa de contffudgira 7).

Tabela 6- Riqueza de alelos obtida para cémtaisde microssatélite e média da riqueza de alelae estcinco
locusnos diferentes momentos de estudo, baseado natiamamostral minimo de 9 individuos dipléides.

Riqueza de alelos (B

Locus 1% Coleta 2°Coleta 3 Coleta 4° Coleta 5 Coleta 6° Coleta 7°Coleta 8° Coleta
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mail05) (Set/06)
CxqCTG10 1,329 1,658 1,554 1,335 1,329 1,335 1 8,84
CxqCAG101 1,999 1,996 2 2,183 1,999 2,459 2 1,994
CxqGT8 5,305 4,68 4,981 4,33 4,626 4,276 4,695 13,69
CQ29 3,205 3,15 3,288 3,165 3,022 3,316 29 2,99
CxgATG9 5,262 5,322 4,628 4,979 4,875 4,728 4 3,993

Média 5loci 3,42 3,3612 3,2902 3,1984 3,1702 3,2228 2,919 42,90
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Figura 7 - Média da riqueza de alelos para os cilbocoisde microssatélites avaliados nos diferentes marsent
de estudo, iniciado a partir do primeiro més deteol

A média do parametro heterozigosidade esperadg @htre os 5loci de
microssateélites apresentou flutuacdes no decoo@ragrama de controle vetorial (tabela 7 e
figura 8), intercalando momentos de decréscimostaados (22 e 72 coletas) com momentos
de aumentos (32, 62 e 82 coletas). O menor valtretirozigosidade esperada (0,4032) foi
obtido na 7 coleta. Este foi bastante discrepante em relaga®stante dos momentos, 0s
quais exibiram uma estreita amplitude, com variaglievalores entre 0,4676, rfacBleta, e
0,5094, na 62 coleta. Diferentemente do ocorrida eoriqueza de alelos, ndo foi observada

uma correlacéo estatisticamente significativa (=388 e p= 0,342) entre a heterozigosidade

esperada e o tempo.

Tabela 7 -Heterozigosidade esperada obtida para kemlesde microssatélite e média da heterozigosidade
esperada entre os cinlozi nos diferentes momentos de estudo.

Heterozigosidade esperada (F)

Locus 1% Coleta 2° Coleta 3°Coleta 4% Coleta 5° Coleta 6° Coleta 77 Coleta 8° Coleta
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05) (Set/06)
CxqCTG10 0,04 0,079 0,078 0,04 0,04 0,04 0 0,129

CxqCAG101 0,432 0,369 0,439 0,435 0,408 0,478 0,267 0,286
CxqGT8 0,722 0,686 0,683 0,652 0,669 0,666 0,444 593,
CQ29 0,511 0,464 0,527 0,561 0,555 0,588 0,583 30,59
CxgATG9 0,78 0,74 0,758 0,78 0,78 0,775 0,722 0,755
Média 5loci 0,497 0,4676 0,497 0,4936 0,4904 0,5094 0,4032 7124
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Figura 8 - Média da heterozigosidade esperada obtida para@sloci de microssatélites avaliados nos
diferentes momentos de estudo, iniciado a partprdoeiro més de coleta.

As comparacfes par-a-par obtidas pelo indice gle résultaram em 6 valores
estatisticamente significantes (§€5). Destes valores, 5 envolveram comparacdesac@m
coleta, conforme mostrado na tabela 8. Apds agodes de Bonferroni, entretanto, nenhum
dos valores de dt apresentou diferenca estatisticamente significaNéo foi observada
associagao (teste de Mantel; r=0.190, p=0.187¢@drindices dedr e a distancia temporal
transcorrida entre os diversos momentos estudddbsesultado foi gerado pela comparacao
entre as matrizes dgcorrigido (tabela 8) e a do tempo de separacée astcoletas (tabela
3). A partir da andlise de regresséo, foi possiigelalizar trés distintos padrdes de tendéncia
para diferenciagdo genética, conforme a figurar@.deles referiu-se as comparagdes par-a-
par entre 0 2° momento com cada uma das outratagol® outro padrdo foi relativo as
comparacdes par-a-par entre a 72 coleta e cadeosroutros momentos. O terceiro padrdo
compreendeu as comparacdes par-a-par das difegéaside cada uma das coletas restantes,
excluindo o 2° e 0 7° momento. Quando se exclusuatidlises os valores derfelativos a
todas as comparacfes par-a-par das 22 e 72 cotgta®s outros momentos, passou a ser
observada uma correlacdo positiva estatisticamg&gtéficante (teste de Mantel; r=0.719,

p=0.0008) (figura 9) entre os indices dg & a distancia temporal.
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Tabela 8- Valores de diferenciacao genéticar{(€orrigido) entre os diversos momentos de coldatay(ohal
inferior) e seus respectivos niveis de significarfp) (diagonal superior), obtidos através da estia total para

os 5loci de microssatélites. Os valores em negrito refeserdgueles estatisticamente significantes.

1° Coleta 2% Coleta 3% Coleta 4°Coleta 5° Coleta 6°Coleta 7% Coleta 8% Coleta

(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05) (Set/06)

1% Coleta (Jun/03) - 0.56607 0.40179  0.81429 0.47857 0.258930.00714 0.10536
2% Coleta (Ago/03) 0,002897 - 0.09107  0.39107 0.04821 0.05536 0.00536 0.09107
3% Coleta (Dez/03) -0,01033  0,002897 - 0.69107 0.88393 0.432140.0125  0.25179
4% Coleta (Abr/04) -0,00733 0,015787 -0,00911 - 0.92143 0.97321  0.07320.57857
5% Coleta (Jun/04) -0,00079 0,019386 -0,01007 -0,01437 - 0.76786 0.01071 0.10000
6% Coleta (Out/04) 0,006039 0,033438 -0,00181 -0,01625 -0,0128 - 0.03929 0.26964
7% Coleta (Mai/05) 0,106231 0,136989 0,0932810,066853 0,060358 0,052531 - 0.19107

8% Coleta (Set/06) 0,007229 0,015451 0,002931 -0,00759 -0,00485 -09010,017161 -

Figura A - todas as coletas
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Figura 9 - Analise de regressao entre a diferenciacdo genéfr corrigido) e o tempo de separacdo entre as
coletas para os|bci de microssatélites. A: Comparac8es consideramtlistos momentos estudados, os pontos
em vermelho destacam apenas as comparacdes pacanpa 22 coleta, os que estdo em verde destagam a
comparagdes par-a-par com a 72 coleta, o ponta ciustra a comparacao entre a 22 e a 72 coletapentss
azuis mostram as comparacdes entre as coletastesstB: Comparacdes excluindo 8220 ? momentos de
coleta.
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Os resultados dos indices dg;, Freferentes ao total dci de microssatélites,
apontaram para um significativo déficit de hetegots no 5° (k = 0,103; p=0,0215) e no 6°
(Fis =0,186; p= 0,0003) momento de coleta, visto queadsres significantes desHoram
positivos em ambas as coletas. O déficit de hatgtms pode ser causado pela ocorréncia de
endocruzamento, efeito Wahlund ou pela existéneialelos nulos. Os dois primeiros efeitos
influenciam todo 0 genoma ao passo que s6 os alalos sao capazes de afetar apérass
individuais. Um alelo nulo é aquele resultante detapdes ocorridas nas regides
flanqueadoras dogrimers de microssatélites, as quais impossibilitam a ditgtdo deste
alelo. Assim, apesar do alelo nulo existir, ele @@apaz de ser detectado.

Observou-se, no entanto, que as deficiéncias dedzéjotos foram causadas apenas
pelo locus especifico CQ29 (tabela 9). Esta constatacdo sugertanto, que tais déficits
foram obtidos em decorréncias de possiveis alaldssnpertencentes docus CQ29. Tal
problema,entretanto, ndo foi previamente reportagiooutros estudos que utilizaram este
mesmo locus (FONSECA; ATKINSON; FLEISCHER, 1998; FONSECA; LAROE;
FLEISCHER, 2000; FONSECA et al., 2006). Estes tadoks sdo indicativos de que a
populacdo deCx. quinquefasciatusie Agua Fria encontra-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg, ao longo de todo o periodo avaliado, uemque, os déficits de heterozigotos

foram decorrentes de alelos nulos e ndo das alligspossiveis causas acima mencionadas.

Tabela 9— Valores do coeficiente de endocruzaments),(Eom seus respectivos niveis de significAncia (p)
para cada um doslécusde microssatélite nos diferentes momentos de @s@slvalores em negrito referem-se
agueles estatisticamente significantes.

Coeficiente de endocruzamento (E)

Locus 1% Coleta 2°Coleta 3" Coleta 4°Coleta 5°Coleta 6° Coleta 7° Coleta 8° Coleta
(Jun/03)  (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05) (Set/06)
CxqCTG10 -0,01 0,492 -0,032 -0,011 -0,01 -0,011 ND -0,037
p 0,9883 0,0235 0,9428 0,9873 0,99 0,989 ND 0,9653
CxgqCAG101 0,028 0,023 -0,093 -0,127 0,117 0,146 12B, -0,167
p 0,556 0,5745 0,3623 0,259 0,308 0,1678 0,8413 610,6
CxqGT8 -0,164 -0,166 0,033 -0,19 0,103 0,112 0,1 349
p 0,0288 0,0278 0,389 0,0258 0,1488 0,147 0,4873 0,0583
CQ29 0,241 0,174 0,225 0,2 0,301 0,375 0,314 0,037
p 0,0233 0,0843 0,0338 0,0575 0,0103 0,0018 0,214 0,5283
CxgATG9 0,077 0,055 -0,023 0,031 -0,041 0,14 0,231 -0,06
p 0,1933 0,2785 0,4638 0,3863 0,3588 0,055 0,2345 ,4763
Média 5loci 0,031 0,023 0,032 -0,017 0,103 0,186 0,179 -0,12
p 0,242 0,2855 0,2448 0,4078 0,0215 0,0003 0,0903 0,4763

* ND, resultados nédo disponiveis.
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Os resultados das analises de desequilibrio dgdligemostraram que apenas 4 das 80
comparacdes entre todos 0s possiveis parExigdeealizadas considerando cada momento de
estudo separadamente, apresentou valor signifipsde05). As comparacdes entre cada par
de locus considerando conjuntamente todo o periodo estydadstraram que néo houve
desequilibrio de ligacdo entre i estudados (p>0,05) (tabela 10). Os resultadosiabti
pelas andlises de desequilibrio de ligagcdo servisgmda como suporte adicional para
desconsiderar o endocruzamento e o efeito Wahlontb cos responsaveis pelo déficit de
heterozigotos, conforme observado pela andlisendizd de Is. Tanto o endocruzamento
como o efeito Wahlund podem causar desequilibriigdedo dentro de uma populacéo, pois
membros de populagdes diversas apresentam diferpntdabilidades de carregar certas
combinacdes de alelos. Por outro lado, quandoioitdéé heterozigotos € causado por alelos
nulos, espera-se que haja um equilibrio de ligatsio. se deve ao fato de que todos os
individuos tém a mesma probabilidade de carregdelo nulo e que, portanto, a distribuicao

entre os alelos de diferentesi ndo é perturbada (WONDJI et al., 2005).

Tabela 10- Comparacdes entre cada pafatrispara detecgdo de desequilibrio de ligagdo, coreside

conjuntamente osI6ci de microssatélites nos 8 momentos estudadosgatdavteste do qui-quadrado.
2

Pares delocus X g.l. p
CTG10 e CAG101 12,318 14 0,581
CTG10e GT8 13,708 14 0,472
CAG101 e GT8 20,179 16 0,212
CTG10 e CQ29 7,005 14 0,935
CAG101 e CQ29 19,302 16 0,253
GT8 e CQ29 19,001 16 0,269
CTG10 e ATG9 15,273 14 0,36
CAG101 e ATG9 17,215 16 0,372
GT8 e ATG9 16,38 16 0,427
CQ29 e ATGY9 13,037 16 0,67

* p, nivel de significancia.

8.2 Estudo com o0 genegml

A amplificacdo do genegm1foi realizada com as mesmas 323 amostras previamen

empregadas nas analises de microssatélites. Cosntiado foram detectados todos os 3
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diferentes genotipos na populacdo de Agua Friaurgiigl0). Ao longo do estudo foram
observados 5 individuos homozigotos para o abelmkec ou seja, apenas 5 amostras
referiram-se a individuos resistentesBaosphaericusdentre as quais 1, 2, 1 e 1 amostras
foram provenientes, respectivamente, das 32,2%*86 coletas. Ja 0 numero de heterozigotos
susceptiveis foi de 20 individuos, observados n#&32amostras), 32 (6 amostras), 42 (4
amostras), 52 (4 amostras) e 62 (3 amostras) soleta

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101

<«+—200 pb

<+—100 pk

Figura 10 - Perfis dos produtos de PCR do gegnl, visualizados em gel de agarose 2% e corados com
brometo de etidio. Pogos 2 a 4: individuos homdegsem delecédo (genotipo susceptivel). Pogos 5 a 7
individuos homozigotos com delecéo (genotipo rests). Pogcos 8 a 10: individuos heterozigotos (gemo
susceptivel). Pogos 1 e 11: ladder 100 pb (NewdfuigBiolabS).

ApoOs a identificacdo dos gendtipos, foram calcidada freqiiéncias dos alelos de
resisténcia (gmked e susceptibilidadecgml ao B. sphaericudbem como os valores de
heterozigosidade esperada para cada um dos 8 nasyknestudo (tabela 11). A diversidade
génica ou heterozigosidade esperada (Nei, 198t)valao geneqml, apresentou flutuagdes
no decorrer do programa de controle, cuja faixaaleres variou de 0 (12 e 72 coletas) até
0,149 (32 e 52 coletas). Valores discrepantes tdazggosidade esperada foram percebidos
na 32 e 52 coletas, quando seus valores praticandebtraram em relacdo aos momentos
imediatamente anteriores, e na 72 coleta, quanketexozigosidade esperada voltou a ser

nula, conforme ocorrido no incio do estudo (talidla
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O parametro heterozigosidade esperada nao apresemtma correlacao

estatisticamente significativa (r= 0,248 e p= 0)5&Mm tempo transcorrido desde o inicio das
coletas (figura 11). Entretanto quando os valoissrepantes de heterozigosidade esperada,
relativos as 3%, 52 e 72 coletas, foram excluidss ahalises, observou-se uma associacao

(r=0,877 e p=0,05) entre este parametro de divaisice o tempo transcorrido durante o

estudo.

Tabela 11 —Frequéncias alélicas, nimero de alelos e hetersidigde esperada obtidos para o gemelnos

diferentes momentos de estudo.

Momentos

Frequéncia do alelo  Freqiiéncia do alelo N N, Heterozigosidade
de estudo cgmlgec cgml esperada (H)
12 Coleta (Jun/03) 0 1 50 1 0
22 Coleta (Ago/03) 0,03 0,97 50 2 0.059
32 Coleta (Dez/03) 0,08 0,92 50 2 0.149
42 Coleta (Abr/04) 0,041 0,959 49 2 0.079
52 Coleta (Jun/04) 0,08 0,92 50 2 0.149
62 Coleta (Out/04) 0,051 0,949 49 2 0.098
72 Coleta (Mai/05) 0 1 10 1 0
82 Coleta (Set/06) 0,067 0,933 15 2 0.133
Total 0,046 0,954 323 2 -
* N, tamanho amostral;;nniimero de alelos ptocus
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Figura 11 - Heterozigosidade esperada obtida para g@emel avaliada nos diferentes momentos de estudo,
iniciados a partir do primeiro més de coleta.

As comparacdes par-a-par realizadas pelo indic&sgeesultaram em 2 valores

estatisticamente significantes (ps05) e todos eles envolveram comparagdes contalet?
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(tabela 12). ApGs as correcdes de Bonferroni, &mtte, nenhum dos valores derF
apresentou diferenca estatisticamente significafde. foi observada associacao significativa
(teste de Mantel; r=-0.068, p=0.502) entre osciewlide Er para o genegmle a distancia
temporal transcorrida entre os momentos estuddigpsa 12). Como algumas comparacdes
par-a-par com a 12 coleta apresentaram altos galbeelsy, foi realizado outro teste de
Mantel entre os indices degqFe a distancia temporal, excluindo as compara¢fes & 12
coleta, a fim de determinar a correlacdo entre amBmda assim nao foi observada uma
associacao significativa (teste de Mantel; r= -8,5%=0.878) (figura 12) entre os indices de
Fst e a distancia temporal. Este resultado foi gepsda@ comparacgéo entre as matrizes gle F
corrigido (tabela 12) e a do tempo de separacgde astcoletas (tabela 3).

Tabela 12 -Valores de diferenciacdo genética{Eorrigido) entre os diversos momentos de colatg(mhal
esquerda abaixo) e seus respectivos niveis ddiségriia (p) (diagonal direita acima), obtidos eé®sda
analise do geneqgml Os valores em negrito referem-se aqueles estatistnte significantes.
1° Coleta 2 Coleta 3?Coleta 4% Coleta 5°Coleta 6% Coleta 7°Coleta 8% Coleta
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05)  (Set/06)

1 Coleta (Jun/03) - 0.25714  0.0125 0.06429 0.04286 0.06071 ND 0.24821

2% Coleta (Ago/03) 0.021018 - 0.27857 0.70179 0.26964  0.58036 0.6553®.66964

3% Coleta (Dez/03) 0.074446 0.014061 - 0.37321 ND 0.63214  0.26429 1

4% Coleta (Abr/04) 0.033097 -0.00881 0.002371 - 0.40893 1 0.6 0.70714
5% Coleta (Jun/04) 0.071652 0.011832 -0.01587 0.000339 - 0.625 0.41607 1

6% Coleta (Out/04) 0.040046 -0.00738 -0.00685 -0.01218 -0.00879 - 0.55 1

7% Coleta (Mai/05) 0 -0.01208 0.016922 -0.00449 0.007728 -0.01098 - 1

8% Coleta (Set/06) 0.099453 -0.01332 -0.03401 -0.0239 -0.03987 -0.03650.03196 -
* ND, resultados nédo disponiveis.

Figura A -todas as coletas
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Figura B - exceto primeira coleta
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Figura 12 - Analise de regresséo entre a diferenciacdo genéRi; corrigido) e o tempo de separagdo entre as
coletas, para o geregml A: Comparagdes considerando todos os momentadagkis, os pontos vermelhos
destacam apenas as comparagdes par - a - par tbooketa enquanto os pontos azuis mostram as caQies
entre as coletas restantes. B: Comparacdes exaloidfl momento de coleta.

8.3 Comparacao entre os microssatélites e o gesgenl

Os resultados da comparagdo entre as matrizessfeodfrigido dos 5loci de
microssatélites e do gemgmlsob interferéncia da matriz do tempo de separagée as
coletas, realizada através do teste parcial de d¥jamiostraram que ndo houve associacao
(teste parcial de Mantel= -0,05 , p= 0,06) entrearcador neutro e o marcador sob pressao

de selecao.
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9 DISCUSSAO

O presente trabalho forneceu evidéncias de quegrgma de controle vetorial para
combate da espéceulex quinquefasciatysealizado em Agua Fria, ainda n&o foi capaz de
impactar drasticamente a diversidade bem como usacaima estruturacdo nesta populacao,
apesar de alguns parametros terem apresentaddacaaesignificativa com o tempo
decorrido de estudo. Atividades voltadas para coentbea mosquitos vetores de doencas, as
quais podem englobar medidas de controle fisicdmigo e/ou biolégico, quando bem
sucedidas, ocasionam reduc¢des na densidade pamabdestes insetos. Regis et al. (1995) e
Regis et al. (2000) demonstraram com clareza edte do avaliarem populacbes Ga.
quinquefasciatugjue estiveram sujeitas, em ambos os estudos.ea éisitas voltadas para a
eliminacdo de seus criadouros e que foram expastagente bioldgico de contrddacillus
sphaericus Os impactos sobre a densidade populacional padsoitar em alteragbes na
composicao genética de uma populacdo. Tais mudgagksn ser percebidas pela perda de
diversidade e aumento da diferenciacdo genéticgedes neutros. Um exemplo do fato acima
mencionado foi mostrado por Huber et al. (2002),.emestudo sobre a variacdo genética
temporal de populacdes deedes aegyptno Vietnd. Através da andlise de isoenzimas e
microssatélites, eles demonstraram que durante sts;oes chuvosas, quando foram
registradas altas densidades de mosquitos, tambéimssrvou uma reducéo de diferenciacéo
genética, ao passo que, nas estacdes mais seeas,régistradas grandes depressdes nestas
populacdes, associadas a um aumento de difereagag&tica (HUBER et al., 2002).

Diante do que foi previamente exposto, seria pessivcontrar, a partir dos resultados
obtidos para o marcador neutro, uma reducdo nawegldos parametros de diversidade
genética e um aumento de diferenciacio na popudga. quinquefasciatude Agua Fria
ao longo do programa. No que diz respeito a andksenicrossatélites, a riqueza de alelos
(Rs) apresentou uma associacdo estatisticamenteisggné com o tempo (r= -0,930 e p=
0,0008), cuja relacdo foi inversamente proporciohl entanto, esta correlacdo néo foi
corroborada pelo parametro de heterozigosidadeagpét) (r= -0,388 e p= 0,342) e pelo o
indice de diferenciacado genética{Hr= 0,190, p= 0,187). De acordo com Cornuet; httik
(1996), quando uma populacdo é submetida a eveatssdores de afunilamento, o numero
de alelos, principalmente os raros, decresce rapidamente do que as frequiéncias alélicas.
Como o calculo da ¢é baseado no numero de alelos e os de st sdo baseados nas

frequéncias alélicas, espera-se que as intervem@esnbito do programa de controle de
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Agua Fria provoquem inicialmente uma diminuicio n@dores de R para s6 depois
reduzirem os valores de:l¢ aumentarem os deFDe fato, no presente trabalho, af& o
anico parametro que apresentou uma associacadstsaatente significativa com o tempo.
O conjunto de resultados obtidos pelo marcador ideossatélite sugere que esteja ocorrendo
um impacto sobre a diversidade genética da populde€x. quinquefasciatygporém ainda
muito incipiente, uma vez que este ainda ndo pedpescebido através dos parametros ge H
e kst

Os resultados obtidos através do estudo de midélissa possibilitaram também se
fazer inferéncias sobre a ocorréncia de possiveates de migracdo em determinados
momentos ao longo do programa de controle. Por piera intervalo entre a 22 e 32 coleta €
sugestivo de ter sido influenciado pelo fenbmenamilgracdo uma vez que, apos ter sido
precedido por uma reducéo da para um valor de 0,4676 na 22 coletagasttbiu para 0,497
na 32 coleta, recuperando o mesmo valor que tiohainio do estudo. Também houve um
crescimento de 2 alelos raros na 22 coleta pataldsaaros na 32 coleta. Do total de alelos
raros encontrados na 32 coleta, 3 deles foram \ad®s em momentos subsequentes
sugerindo que os mesmos podem ter sido incorporadospulacdo de Agua Fria. Outro
intervalo que sugere o evento de migracéo é o terapmpreendido entre a 52 e a 62 coleta. O
parametro Rs apresentou uma queda constante eabmelsde o inicio do estudo, com
excecao da 62 coleta quando se observou um auswgiitatingindo um valor de 3,2228. O
resultado obtido pelo parametrg thmbém sugeriu 0 mesmo fato uma vez que o seu valor
subiu de 0,4904 na 52 coleta para 0,5094 na 6&acakingindo o maior valor degHlle todo o
periodo avaliado.

De acordo com as situagbes supracitadas, a migrfacamonsiderada como uma
provavel causa para o aumento de diversidade gargii marcador microssatélite em alguns
momentos de estudos, que estavam sendo anteceaidoseducao de diversidade genética.
Tais resultados sugerem que a area de cobertyseogoama deve ser maior e que talvez as
aplicacOes déB. sphaericusdevem ser realizadas com um intervalo de temperiarfa 2
meses. Diversos trabalhos utilizando marcadoregaulares neutros ja relataram o papel da
migracdo sobre a estruturacdo genética de popuslagéediferentes espécies de insetos
vetores (RONGNOPARUT et al., 1999; HUBER et al.020KENT; MHARAKURWA,;
NORRIS 2007). Um estudo, realizado com uma popaolaficana deAnopheles arabiensis
submetida a um programa de controle baseado neegmpe mosquiteiros impregnados com

inseticida quimico, também apontou a imigracdo cancausa para o aparecimento de alelos
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raros quase um ano ap0s o programa alcancar unmetwebde 100% das residéncias
(WONDJI et al., 2005).

Eventos de migracdo compreendem o fluxo de indoddentre diferentes bairros
adjacentes a area de estudo. Além disso, outradguesportante, que ja foi relatada, € a
existéncia de refugios, como criadouros néo tra&dativos no interior do proprio bairro em
guestdo. O papel destes reflgios é crucial paratim éxito das atividades de controle
vetorial, conforme mostrado por Regis et al. (20G@Q) realizar um trabalho com uma
populacdo deCx. quinquefasciatysproveniente de Jardim Brasil (Olinda), a qual foi
submetida a acOes de controle com o us®.dsphaericusAs reducdes mais significativas
nos indices de mosquitos foram alcancadas apeaasi@o numero de criadouros registrados
e tratados subiu de aproximadamente 150 para pas,an recadastramento, que permitiu a
ampliacdo da area de cobertura tratada com o ag@i@gico de controle. Outra situacao
abordada neste mesmo trabalho foi o papel de ugoa lkexistente em Jardim Brasil (Olinda)
que, devido a falta de equipamentos, ndo poOde ragada adequadamente comBo
sphaericus servindo como area de reflugio para postura dos deCx. quinquefasciatus
Nas areas proximas a lagoa foram observadas fligsagsem reducdes significativas no
namero de mosquitos ao passo que, nas estacoeptdeacmais distantes da lagoa, ocorreu
um decréscimo abrupto de 45 mosquitos por quamta@e para um valor de apenas 10 no
més de coleta subsequente, chegando a atingirltim®3I momentos de tratamento valores
inferiores a 5 mosquitos por quarto por noite (R&@&tl al., 2000).

Paralelamente aos efeitos causados pela dimindeadensidade populacional, o
emprego de inseticidas para controle quimico ecodgsbactérias entomopatogénicas para
controle biolégico também séo capazes de promowsiegdo de individuos portadores de
genes e/ou alelos envolvidos com mecanismos dstéesia em resposta as perturbacoes
sofridas. Com o passar do tempo, € possivel queancalteracbes na composicao genética
das populag@es, referentes aos genes sujeitosssdpree selecdo. Tais mudancas podem
resultar no aumento das frequéncias de alelos distércia e conseqlientemente da
diversidade genética assim como no aumento daedif&xcdo genética. Chalegre et al.
(2009), por exemplo, encontraram altas frequéndmsalelo cqmkes envolvido com a
resisténcia ad. sphaericusem populacdes d€x. quinquefasciatysao comparar areas
tratadas e ndo tratadas com tal agente bioldgeooimand et al. (1999) também reportaram
aumentos nas frequéncias de alelos envolvidos cesamsmo de resisténcia a inseticidas

qguimicos durante a exposicao de populacogsxd@ipiensa organofosforados (OPS).
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De acordo com o0 exposto acima, era esperado eacoma populacdo dEX.
quinquefasciatusle Agua Fria, um aumento na freqiiéncia do algiokec e na diversidade
genética, representada pelo parametro de hetesidigie esperada, bem como o aumento de
diferenciacdo genética medida pelo marcador subdmetipressao de selecdo (gegen).

Em comparagéo com o 1° momento de coleta, houvauamento tanto na frequéncia do alelo
cgmkec como nos valores de heterozigosidade esperada&taentty, este aumento nao foi
constante, apresentando flutuacdes no decorrerrdgrgma de controle. E importante
salientar que a queda na freqiiéncia do alglokec para o valor de zero na 72 coleta foi
decorrente do pequeno tamanho amostral avaliadenaapl0 individuos, uma vez que
Chalegre et al. (2009) detectou previamente untgifecia de 0,053, ao avaliar 325 amostras
provenientes da mesma area neste mesmo més da. ddlgtarametro heterozigosidade
esperada ndo apresentou uma correlacdo estatistitaisignificativa (r= 0,248 e p= 0,554)
com tempo transcorrido desde o inicio do estudonbEsn ndo foi observada associacdo
significativa (teste de Mantel; r= -0.068, p=0.5@8jre os indices desfpara o genegmle

a distancia temporal transcorrida entre os momesestisdados. Os resultados obtidos pelo
estudo do genegmlpermitiram também se fazer inferéncias sobre aipelsocorréncia de
migracdo de individuos portadores do aledpnkec em determinados momentos durante o
programa de controle. Exemplos sugestivos saotesralos entre a 22 e 32 coleta e entre a 42
e 52 coleta, quando houve crescimentos abruptoshei@sozigosidades esperadas, cujos
valores praticamente dobraram em relacdo a cahtaiar.

As flutuacbes dos valores de heterozigosidaderemties no estudo com o gertgml],
podem ser devidas a migracdo. A migracdo exercamportante papel capaz de ameacar as
acOes de controle vetorial nos casos em que osantgs sejam portadores de genes ou alelos
capazes de conferir resisténcia aos mosquitos ecardr inseticidas. Por outro lado, a
introducdo de individuos susceptiveis pode prevenidesenvolvimento de resisténcia.
Possiveis problemas relacionados a introducdo desgenvolvidos com mecanismos de
resisténcia a inseticidas quimicos foram relatgaws_enormand et al. (1999). Eles focaram
seu estudo na descricdo dos papéis antagbnicosiglacéo e da selecdo, envolvidos na
dinamica local de Bci de resisténcia a inseticidas quimicAsde Estel), em populacdes de
Cx. pipiengratadas e néo tratadas com OPs no sul da Fr@sgasultados mostraram que a
selegcédo proporcionou um aumento na frequénciaelesatle resisténcia, acompanhado por
um custo bioldgico, que foi percebido apos a infggéo das acdes de controle vetorial. Ja o
fluxo génico teve o efeito de reduzir as frequénaas alelos de resisténcia, em areas

expostas a inseticidas quimicos, causando uma hemzagao nas populacdes@e. pipiens
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sujeitas a selecdo, e de aumentar a frequéncialelos de resisténcia em &reas nao tratadas
(LENORMAND et al., 1999). Recentemente, Chalegrale(2009) reportaram frequéncias
relativas do alelagmXkec de 0,0029 em Fazenda Nova e de 0,0061 em Peixiahusas
areas nao tratadas cobB sphaericussendo a primeira distando 180 km de Recife e a
segunda com 3 km de proximidade a Agua Fria. Al&sod na década passada, os bairros do
Coque, em Recife, e o de Jardim Brasil, em Olifidesm expostos por dois anos a um
programa de controle dGx. quinquefasciatysno qual se utilizou o agente biol6gi&o
sphaericus(REGIS et al., 1995; REGIS et al., 2000). Posgiegite, no decorrer deste
periodo, o alelegmXkec foi sendo selecionado em ambas as areas. O biardardim Brasil
situa-se a aproximadamente 1,5 km de Peixinhosiegpgrmite que ocorra um fluxo génico
entre as populacdes destas duas areas. Imigratiigssado alel@gmiec, provenientes de
Jardim Brasil, associado com imigracdes recent@sytit de Agua Fria, pode ser umas das
razdes para a deteccdo de altas frequéncias des ael resisténcia em Peixinhos quando
comparada as frequéncias em Fazenda Nova, confopsgado por Chalegre et al. (2009).
Estas observacdes sugerem que é possivel ocarxerdénico de individuos portadores de
alelos de resisténcia de outras areas em RecifeAgua Fria assim como pode ocorrer o
inverso.

Os resultados do presente trabalho sugerem queaalarcobertura do programa deve
ser maior. A aplicacdo d& sphericuem intervalos inferiores a 2 meses também poderia
uma alternativa no combate ao mosqu@. quinquefasciatusNo entanto, como foi
observado o aumento da freqiiéncia do agimkec em Agua Fria, uma solugédo plausivel
seria fazer um manejo destas estratégias atravéstatgio conB. thuringiensisa fim de
evitar que esta populacao fique refratariaBacsphaericudREGIS et al., 2000; ZAHIRI,
MULLA, 2003). O possivel manejo ndo devera ser iclemado em curto prazo, uma vez que,
o aumento da frequéncia do aletgmkec foi devido principalmente a 20 individuos
heterozigotos susceptiveis e, como a heranca daste é recessiva, o status de
susceptibilidade na populacido de Agua Fria possiele continua. Chalegre et al. (2009)
demonstrou tal fato, através de andlises por ba&essao relatar que a os niveis de
susceptibilidade foram similares entre uma coléuaceptivel de laboratério (CqSF) e a
populacdo de Agua Fria sob controle coB. sphaericus

Atualmente os indices entomoldgicos, empregadoa patimar densidades das
formas jovens e adultas, sdo amplamente utilizadasvaliacdo da eficacia de programas de
controle de mosquitos vetores. Entretanto, a siidsitbe destes métodos pode apresentar

limitacdes em decorréncia das popula¢gbes das dv@spécies de mosquitos vetores serem
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muito grandes e r-estrategistas. Desta maneiragded observadas nos valores dos indices
entomologicos podem ndo ser capazes de mensurdifemsncas estatisticas entre tais
nameros, uma vez que, estas populacdes tém o @Eitdacse recuperarem rapidamente apos
sofrerem impactos sobre as suas densidades. Estoishosrarcadores moleculares podem ser
capazes de fornecer importantes informacdes aitesjzediversidade genética de populagbes
mosquitos vetores. A manutencdo da diversidadepériante para tais populagbes, uma vez
que, alguns genes podem facilitar adaptacdes asrmavadicbes ambientais ou a respostas
contra o uso de inseticidas quimicos e biologi€usanto maior for a perda de diversidade,
menor € a chance de sobrevivéncia da populacédegmsta as alteracbes no meio em que
vivem. Desta maneira, 0 emprego de estudos comanhares moleculares, como ferramenta
complementar aos indices entomoldgicos, pode craba tentativa de se obter informacdes
mais acuradas a respeito dos impactos provocadlms pegramas de controle vetoriais.

Algumas tentativas ja foram realizadas no intugon@ensurar o impacto causado por
atividades de combate a insetos vetores de doesicagés de estudos genéticos com
marcadores neutros. Pinto et al. (2002), por exemyillizaram estudos de microssatélites
para avaliar os possiveis efeitos a longo prazondg campanha, que empregou o inseticida
quimico DDT, sobre a estrutura genética de popekcde Anopheles gambiaanos
arquipélagos de S&o Tomé e Principe na Africa.rfoegjistradas drasticas reducées sobre as
densidades do vetor no interior das residénciaantieira borrifagéo intradomicilar de DDT,
entre 1980 e 1982. As amostras empregadas no eBitaln coletadas 16 anos apos o
término das intervencdes de controle, em ambosazeq e estas populacdes apresentaram
altos valores de tamanho efetivo da populacdg é\Nndo foram confirmados efeitos de
gargalos recentes. Os resultados também mostraranesjas populagbes aparentaram estar
em equilibrio a pelo menos 3.316 geracdes, apralamante 276 anos, indicando que elas
estiveram estaveis desde a época da campanhaade&a&tio até o final do periodo avaliado
naquele estudo. A habilidade em explorar recurstesreos foi apontada como suposicao para
explicar a estabilidade durante a campanha deiesc@gE®d doAn. gambiaenestes paises
(PINTO et al., 2002). Outro estudo realizado pantdiet al. (2003), considerando seis
diferentes localidades dentro do arquipélago de B@mé (Africa), corroborou que a
aplicacao do DDT, entre 1980 e 1982, apesar dederzido a densidade populacionalAtn
gambiaeno pais, ndo foi suficiente para reduzir o se(PNNTO et al., 2003).

Um terceiro trabalho, bastante semelhante ao peesstudo realizado em Agua Fria,
inclusive no que se refere aos resultados obtidoslesenvolvido por Wondji et al. (2003).

Eles procuraram avaliar o impacto causado pelo desomosquiteiros, tratados com o
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inseticida piretréide deltametrina, sobre a esteugenética de uma populacaoAt®pheles
arabiensis em uma vila localizada em Camardes (Africa). Nemhdos parametros de
diversidade genética avaliados (hetreozigosidadpserada e observada e numero de alelos
por locug apresentou diferencas estatisticamente signtksaantes e apds a utilizacdo dos
mosquiteiros impregnados com o inseticida. Tambsrbservado o aparecimento de alelos
raros nas amostras referentes ao ultimo momentsaelo (WONDJI et al., 2005), assim
como ocorreu com a populacdo @r. quinquefasciatude Agua Fria. Wondji et al. (2005)
relataram que mesmo que 0 uso do inseticida temvagado uma alta taxa de mortalidade, o
tamanho da populagédo remanescente foi suficiemgerpanter a estabilidade dos parametros
de variabilidade genética desta populacdo. Pronserge esta € a mesma situagdo que esta
acontecendo com a populacéoQie quinquefasciatugroveniente de Agua Fria.

Além dos exemplos mencionados acima, no que seerats estudos genéticos com
marcadores neutros, também sado encontrados esfudaampregam marcadores submetidos
a pressdo de selecdo para avaliar as consequérolascadas pelo uso de inseticidas
quimicos ou biologicos. Trabalhos jA mencionaddagresrmente, como os realizados por
Lenormand et al. (1999) e Chalegre et al. (200@mprem tal objetivo. Outro exemplo
interessante foi um estudo realizado por Chevidoral. (1995), que visou a realizacdo de
andlises sobre a estrutura e a dindmica de gebgwassdo de sele¢do, comparando-0s com
marcadores neutros. A pesquisa foi feita com pgpels deCx. pipiensgprovenientes do norte
da Espanha e sul da Franca. Para o estudo avaliawmamica do geriester, que codifica
as esterases envolvidas com a degradacdo ou geqdesDPs, e do gerfce responsavel
por codificar acetilcolinesterases alteradas qudgme a sensibilidade ao inseticida quimico.
As andlises do marcador neutro foram feitas pdispeletroforéticos de ®cusenzimaticos.

As amostras foram coletadas intercalando-se paputeshaviam sido expostos ao tratamento
com inseticidas OPs, desde o ano de 1970, com aress tratadas. Os resultados dos
marcadores neutros apontaram uma homogenizacé® esttas populagcdes, provavelmente
decorrentes de um intenso fluxo génico, ao longmda a area de estudo (850 km). Ja no que
se refere aos marcadores sob presséo de seles@oy@mbse uma grande heterogeneidade,
alguns alelos apresentaram-se amplamente disp@sograficamente enquanto outros

estiveram restritos ou com altas freqiéncias apanasareas tratadas com OPs. A vasta
distribuicdo de certos alelos envolvidos com mexrans de resisténcia aos inseticidas
quimicos esta correlacionada com o controle de umitmsgem larga escala que seleciona tais
alelos e com o fenbmeno de migracdo. Quando ocoaltas taxas de migracdo, alelos de

resisténcia sdo importados para areas nao tra¢aalasos de susceptibilidade sdo exportados
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as areas tratadas. Tal processo resulta em umsdeacéde susceptibilidade em ambientes
Nao expostos aos inseticidas quimicos, ao menqgsegtes alelos de resisténcia tenham um
custo, ou seja, se eles forem capazes de reddinressda populacdo (CHEVILLON et al.,
1995).

A cidade de Recife apresenta condicbes socio-ataisemastante favoraveis a
reproducdo e a expansao de populagbes de mosquitosanizacdo de Recife gerou espacos
intra-urbanos extremamente contrastantes, interdalafavelas com luxuosos edificios
situados muitas vezes no mesmo bairro da cidadéavetas, formadas por aglomerados de
casas mal construidas, geralmente em regides alga#esprovidas de servico de saneamento
oferecem as condi¢cdes adequadas a proliferacasp#gaieCx. quinquefasciatusAliados a
esta desorganizacao social, encontram-se os condites ambientais. A cidade de Recife é
cortada por rios e canais e em boa parte de s#drieré constituido por aterros de mangue o
gue deixa esta cidade sujeita a alagamentos pes®dALBUQUERQUE, 1993). Altas
temperaturas e umidade durante todo o ano tambémnefzem a reproducdo desta espécie
vetora. O regime pluviométrico, que consiste empamodo constante de densa intensidade
de chuvas, entre margo e agosto, seguido por utagiescaracterizada por chuvas esparsas,
também contribui para a situacéo (REGIS et al.51.9% associacdo de todas estas condi¢cdes
dificulta a eliminacdo dos criadouros distribuidmslongo da cidade bem como favorece a
estabilidade das popula¢gdes @g. quinquefasciatuge permitem manutencdo de um fluxo
génico entre diferentes areas de Recife.

Estudos realizados com populacde£aequinquefasciatugrovenientes de diferentes
bairros de Recife, sujeitos ou ndo a acdes de denviedorial, j& foram capazes de mostrar
como tais populacdes estdo bem adaptadas as cemdigdio-ambientais desta cidade, o que
permite a manutencao de elevadas densidades delitngs®or exemplo, Silva et al. (1994),
através de um estudo com sistemas aloenzimaticospararam amostras de 5 diferentes
bairros em Recife e mostraram que a diferenciag@eétiga (k1) entre as populacdes .
quinquefasciatusia cidade nao € significativa. Os canais, prirgipate durante a estacéo
chuvosa, e 0s meios de transportes foram apontemlne possiveis facilitadores para a
dispersdo de ovos e mosquitos, respectivameniengo da cidade de Recife (SILVA et al.,
1994). Ao estudar uma populacdoCle quinquefasciatuso bairro do Coque (Recife), Regis
et al. (1995) registraram valores entre 120 e 66guitos por quarto por noite, o que reflete
as condicbes ambientais existentes na area. Appgio das acbes para controle fisico e
biologico (uso doB. sphaericus da espécieCx. quinquefasciatupo Coque, a densidade

populacional sé veio a reduzir drasticamente, palares proximos a 20 mosquitos por
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guarto por noite, apds 12 tratamentos. Mesmo assimda houve aumentos moderados neste
indice entre o Z7e o 30 tratamentos, com valores proximos a até 50 masgjpior quarto
por noite (REGIS et al., 1995). Regis et al. (20@3lizaram um outro trabalho com uma
populacdo deCx. quinquefasciatusambém submetida a acdes de controle com o ug do
sphaericuscoletada em Jardim Brasil (Olinda). Anteriormeate uso da bactéria, foram
registradas flutuagbes entre aproximadamente 20 adsquitos por quarto por noite. No
inicio do tratamento com o agente entomopatogéfuicobservado um valor de quase 40
mosquitos por quarto por noite com reducdo da deadsi de adultos que chegou a alcancar
valores minimos inferiores a 10 mosquitos por @uadr noite nos ultimos momentos de
estudo. Conforme descrito no inicio da discussatrpgonto importante do referido trabalho
foi mostrar como o éxito das atividades de contndtorial podem ser limitados em
consequéncia da area de cobertura tratada nadafgBerge para eliminar os criadouros da
espécieCx. quinquefasciatyspossibilitando a existéncia de refugios parayrastie seus
ovos (REGIS et al., 2000).

A densidade populacional do mosqui@x. quingquefasciatu® um componente
determinante na eficiéncia de transmissdo dad8arie deve ser avaliada com cuidado em
programas de erradicacdo desta doenca, uma vemaqigede 15.000 picadas por fémeas do
vetor infectadas s&@o0 necessdérias para estabelecefeecdo em um novo paciente
(HAIRSTON; MEILLON, 1968). Isto sugere que em areasn alta infestacdo vetorial, a
interrupcdo da transmissdo da doenca sera muite difd¢il. Portanto, a quantificacdo da
densidade populacional do vetor de forma acuradaséncial no ambito de programas de
controle da filariose.

Os indices anuais de densidade das formas jovem®siguitos obtidos em Agua Fria,
fornecidos pelo Centro de Vigilancia Ambiental daci®taria de Saude do Recife,
apresentaram um decréscimo em seus valores ao mgamrograma, porém o nivel de
significancia deste decréscimo ainda é desconhe€ittoetanto, de acordo com o conjunto de
resultados obtidos no presente trabalho, obsemoqgte a diversidade genética desta
populacdo apresentou uma queda sutil durante ade®uque as acbes ainda ndo foram
suficientes para causar uma estruturacdo da pGukam questdo. Além disso, houve um
aumento na frequéncia do alelo de resisténgakec Assim conclui-se que as acgdes no
ambito do programa de controle vetorial ainda rdtam suficientes para causar reducdes
drasticas na composicdo genética da populaca@xdejuinquefasciatuproveniente Agua
Fria. E importante salientar ainda que, se estéssade controle forem interrompidas, a

populacdo de Agua Fria ira provavelmente recupamdamente a sua densidade inicial, uma
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vez que pouca diversidade foi perdida, visualizagenas através do parametrg & ainda
ndo houve uma estruturacdo genética nesta populbgddoém é necessario focar as atencdes
para um possivel manejo da resisténcia, visto gueehum aumento na frequéncia do alelo
cgmXkec na populacao, entretanto este deve ser consideradongo prazo, uma vez que, 0
crescimento foi devido principalmente aos indiviglubeterozigotos susceptiveis. Sera
necessario um tempo de estudo maior como esforgorpansurar o impacto causado pelas

medidas de controle vetorial no &mbito do Progrden@€ontrole da Filariose em Recife.
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10 CONCLUSOES

» O programa de controle vetorial para combate aces@ilex quinquefasciatuginda néo
foi capaz de impactar drasticamente a diversidamética da populacdo de Agua Fria, uma
vez que, apenas o parametro de riqueza de alelesespou uma correlacdo significativa com

o tempo decorrido de estudo;

¢ O uso doBacillus sphaericugprovavelmente induziu o aumento na frequéncia ldm a

cqgmkec na populacdo d€x. quinquefasciatusle Agua Fria, ocasionado principalmente
pelos individuos heterozigotos ndo resistentesl édatéria, sugerindo que o status de
susceptibilidade continua, uma vez que, a herapstedilelo € recessiva, entretanto, o seu

monitoramento € importante a fim de se fazer umejoatia resisténcia no futuro;

« Alguns dos momentos avaliados no estudo sugeramesgieja havendo a ocorréncia do
fendbmeno de migracdo, indicando que o0 programassiaealcancar uma maior area de

cobertura;

« Caso as intervencées voltadas para o controlepgmie€x. quinquefasciatusm Agua Fria
sejam interrompidas, possivelmente havera um relsteimento da diversidade nesta

populacdo, uma vez que, apenas uma pequena quintidaliversidade genética foi perdida;

* Ao longo dos 3 anos avaliados, pouca diversidadétga foi perdida para o marcador de
microssatélites e o aumento na frequéncia do ggnekec foi devido principalmente aos

individuos heterozigotos susceptiveis, sugerinde @$ abordagens com marcadores
moleculares sejam mais adequadas para avaliarsaperefeitos a longo prazo de programas
de controle vetorial, o que implica estudar taipytacoes em intervalos de tempo mais

longos.
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ABSTRACT

Recife (northeast Brazil) is a lymphatic filariagademic city and, since 2003, a control
program has being accomplished to interrupt thastrassion of the disease. Strategies
include actions for controllinQulex quinquefasciatysopulations, the unique filariasis vector
in Brazil, such as elimination of mosquito breedisites and biological control through
bimonthly treatment usingacillus sphaericusTo assess the impact of this intervention on
the vector population, the genetic diversity®{. quinquefasciatugopulation was monitored
for 3 years in a treated area. We have analyzexdfdah neutral marker, microsatellites, and
a putative under selection pressure marggmZlgene, which codifies thB. sphaericugoxin
receptor. A slight loss of genetic diversity, raclby microsatellites data, was detected by
allelic richness parameter. The emergence of l@aguencies alleles as well as some point
growths in expect heterozygosity parameter, suggest immigration, were also detected
along the time. An increasing in the resistancelalicgmXkeg) frequency was found in this
study. The analysis of both markers detected n@tgestructuring inCx. quinquefasciatus
population. Results showed that vector control mogdid not impact drastically the genetic
diversity of Cx. quinquefasciatusopulation. Our results suggest that despite édeation of
annual entomological densities values, providedRiegife Department of Health, thGSx
quinquefasciatugpopulation might recover its original densities tifose activities were
interrupted. Migration events, also suggested imgtudy, indicated that the program needs to
enlarge its coverage area.

INTRODUCTION

Recife is the major lymphatic filariasis endemitydn Brazil. The disease is caused
by Wuchereria bancroftia nematode transmitted by culicidae mosquitodgyse unique
brazilian vector ighe specieCulex quinquefasciatu&ilariasis was first reported in Recife by
Azevedo & Dobbin (1952) who registered a high legélendemicity (prevalence rate of
9.7%). In the last survey, carried out in 21 défer areas from Recife, the microfilaremia
prevalence rate varied from 0.6% to 14.9%, witheamof 6.5% (Maciel, Rocha, Marzochi et
al. 1996). This parasitosis is distributed in 88mies (Gyapong & Twum-Danso 2006) and
affects about 120 million people over the planstpainted by World Health Organization
(WHO).

A Global Program for the Elimination of Lymphatiddfiasis (GPELF), launched by
WHO, aims to eradicate the disease all over thddantil 2020 (Gyapong & Twum-Danso
2006). Taking this into account, Recife City Couiheis been carrying out a Filariasis Control
Program, since March 2003, which aims to interrthp disease transmission. Control
strategies are focused currently on human populatnass drug treatment with
diethylcarbamazine (DEC) and some measures forctiedu of Cx. quinquefasciatus
populations through the elimination of mosquitoeselding sites and bimonthly application
of the entomopathogenic bacteBacillus sphaericusThese interventions started in Agua
Fria neighborhood which is one of the most populatea in Recife. This area was chose
because it presents a significant filariasis praved level (6.21%) and it was considered as a
high socio-environmental risk site. Biological caht has been the mainstay @@x.
quinquefasciatugontrol in Greater Recife since the last decad®(® Silva-Filha, Oliveira
et al. 1995; Regis, Oliveira, Silva-Filha et al0R0 Silva-Filha et al. 2001).



CARTAXO, M. F. S. AVALIACAO DA DIVERSIDADE GEETICA DE UMA POPULAGAO DECulex quinquefasciatus 95

TheB. sphaericugffectiveness again€ix. quinquefasciatuis due to a protein crystal
produced during bacterial sporulation (Davidson &evks 1981). The process initiates when a
mosquito larvae ingests the crystal which is digslin insect midgut. Bacterium protoxin is
composed by two peptides with 42 and 51 kDa (Baumbimterman, Baumann et al. 1985;
Baumann et al. 1988) which underdergo a proteobjgavage into two small active peptides
(binary toxin) (Broadwell & Baumann 1987). One bése is responsible for recognition and
binding to specific receptors while the other ameelated with the production of toxic effects
in the cells after binding (Nielsen-LeRoux & CharE992; Charles et al. 1997; Silva-Filha et
al. 1997). Both of them act in synergism (Nicolas a. 1993) promoting diverse
cytopathological damage which leads to larvae d¢@tiarles 1987; Singh & Gill 1988;
Pauchet, Luton, Castella et al. 2005; Melo et &08). The binary toxin receptor was
characterized IinCx. quinquefasciatus@s ana-glucosidase, attached to the midgut cell
membrane by a glycosylphosphatidylinositol (GPIgteor, which is codified bggmlgene
(Silva-Filha et al. 1999; Darboux et al., 2001; RmmChalegre, Key et al. 2006).

The bacteriumB. sphaericusis a very competent biological agent agai@t.
guinquefasciatusHowever, the development of resistant vector pdmra has already been
reported in field populations (Rao, Mani, Rajendearal. 1995; Silva-Filha et al. 1995; Yuan
et al. 2000; Mulla et al. 2003) and in laboratotsaimis (Pei, Oliveira, Yuan et al. 2002;
Oliveira, Silva-Filha, Nielsen-LeRoux et al. 2004morim et al. 2007). Romé&o, Chalegre,
Key et al. (2006) described a mechanism of resistaim a laboratory colony o€x.
quinquefasciatu§CqRL1/2362) derived from Recife. A deletion of @fcleotides ircqml
gene sequence was implicated as the responsiblthdoresistance mechanism agaiBst
sphaericus This deletion is responsible for modifying theadang frame leading to the
formation of a premature stop codon. The resultm@NA codes a truncated polypeptide
lacking a significant segment, including the GPt¢laor (Roméao, Chalegre, Key et al. 2006).
The allele which codifies thegml1sequence with the deletion was namsgthkec Recently,
Chalegre, Roméo, Amorim et al. (2009) developedCRased method to differentiate
recessive resistant mosquitoes, which have ogtykec allele, from dominant homozygote
and heterozygote susceptible individuals.

The immediate impact of vector control actions tenvisualized by decreases in
vector population densities (Regis, Silva-Filhaiv@ila et al. 1995; Regis, Oliveira, Silva-
Filha et al., 2000). However, because mosquitoes-atrategists and display high levels of
genetic diversity, they can recovery very easilpnir the impact caused by adverse
environmental conditions, such as the use of ingdes, and its original population density
levels could be recovered very quickly after thieiruption of control activities. Therefore,
measures of reduction in mosquito infestation kevadould be as accurate as possible, to
avoid incorrect conclusions about a successfulovembntrol program. Besides, monitoring
the frequency of putative alleles conferring resise to insecticides could prevent the
emerging of resistance in field populations. Fattreason, the use of alternative ways to
monitor and evaluate vector control programs isnaportant issue for achieving the world
lymphatic filariasis elimination by 2020.

Microsatellites are among the group of the mosobrmftive and polymorphic
molecular markers. Characteristics such as newytrahd co-dominance make them good
markers for studies on population genetics. Midelbes markers have already been
analyzed in many vector species suclCasquinquefasciatu@~onseca et al. 2000; Fonseca
et al., 2006)Cx. pipiengHuang et al. 2008 Aedesaegypti(Huber, Loan, Hoang et al. 2002)
Anopheles gambia@into, Donnelly, Sousa et al. 2002; Pinto, Donnefiousa et al. 2003)
andAn. arabiensigWondji, Simard, Lehmann et al. 2005).

The aim of this study was to investigate the skema program's effect launched in
Recife, in 2003, orCx. quinquefasciatupopulation over a period of approximately three
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years. To do so, we compared the genetic diveasity differentiation of mosquito samples
collected at different time points. Genetic diversndexes were obtained from microsatellite
andcgmXec frequencies data.

MATERIALS AND METHODS

Study area, sample collection and DNA extraction

Recife (8°4'3" S, 34°55'00" W), the capital of ienbuco State, is a coastal city in
Brazil northeast, with an estimated population ppraximately 1.5 million inhabitants.
About only 42.9% of the households are connected pwoper piped sewerage system and
about 49% of the houses are settled in slum a@dasatic factors associated with unplanned
urbanization in Recife are favourable for providibgeeding conditions for the mosquito
Culex quinquefasciatusThis study was conducted withGx. quinquefasciatupopulation
from Agua Fria neighborhood in Recife. Previousdythe beginning of Filariasis Control
Program, about 3,000 mosquitoes breeding sites meapped in this area (1.14 Kpwhich
nearly 80% of them were septic tanks (Silva-Fil6aalegre, Anastacio et al. 2008). As an
assignment of Recife Filariasis Control Programaltheagents applieBacillus sphaericus
based larvicide (3-5 g/ bimonthly in the breeding sites and eliminated mamysquito
breeding places by physical control, when it wasspade. Health staff collecte€x.
quinquefasciatusggs and larvae from septic tanks of 7 residentégyua Fria at 8 different
moments (June 2003, August 2003, December 2003l 2@04, June 2004, October 2004,
May 2005 and September 2006). The first collecti@s carried out 3 months after the first
treatment with the biological agent. All samplesraveent to Aggeu Magalhdes Research
Center (CPgAM/Fiocruz) and reared to adults. Tgahomic DNA was extracted from
individual Cx. quinquefasciatusiales and females adults according to Ayres €2@03).

Microsatellite analysis (neutral marker study)

Samples were analyzed for 5 microsatellites lod)2@ (Fonseca et al. 1998),
CxqGT8 (Smith et al. 2005), CxgATG9, CxqCTG10 e CAG:101 (Edillo, Tripet, McAbee
et al. 2007). The reaction mixtures contained 1X,Ndidffer [16 mM (NH).SO,, 67 mM
Tris-HCI pH 8.8 and 0.01% estabilizer], 0.05 mMeafch dNTP (Bioline™), 0.2 uM of each
primer (Eurofins MWG Operon™) and 1.5 mM MgCD.15 mg/ml BSA (Promega™),
except for CQ29 locus, 0.5 U of Tag polymerase |{B&d™) and 10 ng of template DNA.
Only forward primers were labeled with fluoresceéaggs. PCRs were carried out in an
Applied Biosystems™ thermocycler according to miediions from Fonseca et al. (1998),
Smith et al. (2005) and Edillo, Tripet, McAbee &t @007). Reactions for CQ29 locus
amplification were performed using the followingnditions: an initial step at 96 (5 min),
followed by 30 cycles at 96 (40 s), 68C (1 min), 72C (1 min) and a final step at 2 (5
min). Locus CxqGT8 PCR were performed with 45 cyaée 96C (30 s), 54C (40 s), 72C
(40 s), preceded by 96 (5 min) and succeeded by 72 (5 min). Amplifications for the
others loci (CxgATG9, CxqCTG10 and CxqCAG101) weagried out in a step at 9 (5
min), followed by 35 cycles at 98 (40 s), 58C (40 s), 72C (30 s) and a last step at’Z15
min). After these procedures, all PCR products weitailed with 0.33X NH buffer [5.33
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MM (NH4).SO;, 22.33 mM Tris-HCI (pH 8.8) and 0.003% estabilized]p7 mM of each
dNTP (Bioline™), 2.5 mM MgGland 0.75 U Taq polymerase (Bioline™). Solutiongeve
submitted to an extension step af@Z30 min). All A-tailed PCR products were sizedian
analyzed on CEQ 8000 Series Genetic Analysis Sydackman Coulter™).

Genetic variability parameters (number of alleled their frequencies, allelic richness
and expected heterozygosities) were estimated Usstgt version 2.9.3.2 (Goudet 1995).
This program was also used to assess pairwise igediterentiation among samples
collections, by the fixation indexsk according to Weir & Cockerham (1984). A mantette
with 5,000 permutations, was conducted to deterrttireassociation betweer+fvalues and
time of separation between sample collections bfPROQOLS add-in for Microsoft EXCEL
(Hood, 2008). It is important to highlight thag-Fvalues shown in the results were previously
corrected by the RecodeData version 0.1 (Meirm&3§ Those corrections were necessary
due to the low heterozygosity values found for CX@I0 locus in comparison with the
others loci. Tests for Hardy—Weinberg equilibriunere fulfilled by ks index, using Fstat
version 2.9.3.2 (Goudet 1995). Negative iRdicate heterozygote excess whereas positive
values point for heterozygote deficits. Linkageedigilibrium tests among loci pairs were
conducted using Markov chain and Fisher methods @ENEPOP 3.4 (Raymond & Rousset
1995).

cgml gene analysis (marker under selection pressure sty)

Amplifications of cqmil gene were fulfilled using the same samples redeabove
with Cpg2F and CpglRrimers following Chalegre, Romé&o, Amorim et al0@2). Each
reaction was set up with 1X buffer (50 mM KCI ar@l @M Tris-HCI pH 8.4), 0.25 mM of
each dNTP, 1.6M of each primer (Invitrogen™), 1.4 mM Mg{IL U Tag DNA Polymerase
(Invitrogen™) and 20 ng of template DNA. Reactiomsre performed in a Biometra™
thermocycler for a denaturation at 94°C (3 minlpofeed by 34 cycles at 94°C (50 s), 55°C
(50 s), 72°C (2 min) and an extension at 72°C (i).nr®CR products were subjected to an
electrophoresis in 1% (w/v) agarose gel and staméd ethidium bromide. Individuals were
genotyped according to visualized allelic bandste€hgenotypes were observed: one band
208 bp long, corresponding to homozygote individualithout deletion (susceptible
genotype), another one with 189 bp, relative to dmygote with 19 nucleotides deletion
(resistant genotype), and samples with both fragsnevhich were heterozygote individuals
(susceptible genotype) (Chalegre, Roméao, Amorial.e2009).

Genetic variability parameters (allelic frequeranyd expected heterozygosity)stF
index and mantel test (to determine associatiowdsst st and time of separation between
collections) were assessed in the same way asilses@bove for microsatellitessFvalues
for cgml gene were also corrected by RecodeData versibn(Meirmans 2006) to be
comparable with microsatellitesfvalues.

Comparison between microsatellites andgml gene study

The comparative analysis between neutral markecr@satellites) and molecular
marker putatively under selection pressucgn{l gene) along different time period was
performed with a partial Mantel test using the dftware (Bonnet & Van de Peer 2002).
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Correlation was accessed by comparisons using itresatellite anacgm1Fstmatrices with
the time separation between sample collectionsixnatr

RESULTS
Microsatellite analysis

A total of 323Culex quinquefasciatusamples from Agua Fria were genotyped for 5
microsatellite loci. Numbers of alleles per locaged from 3 (CxqCTG10 locus) to 12
(CxqGT8 locus). During vector control program, soloe frequency alleles were lost, for
example 107 (CxgGT8 locus) and 249 (CxqATG9 locabgles, while novels alleles
appeared, such as the 113 and 116 (CxqGT8 loatsle (R), in Agua Fria population. The
other genetic variability parameter assessed sdfidy was allelic richness dRvhose mean
for all microsatellites loci, based in the minimusample size of 9 diploid individuals,
decreased from 3.42 irf'Imoment to 2.90 in the last collection (table 3eavt R was the
only genetic variability parameters which preserdgesignificant correlation (r= -0.930, p=
0.0008) with time (fig. 1). Mean expected heterawity (He) values fluctuated along vector
control program (table 3), interpolating accentdatecreases {2and 7' collections) with
moments of increases'{36™ and &' collections). However, no significant associativas
found between microsatellites meag (= -0.388, p= 0.342) and evaluated time (fig. 2).

Temporal genetic differentiation (correctegh) calculated for overall microsatellite
loci, displayed 6 significant values (p<0.05) amolg pairwise comparisons (table 1),
however, after Bonferroni corrections, none paiemslues were statistically different. No
association was observed by comparing microsa&elldorrected & values with time of
separation between sample collections (Mantel test;0.190, p= 0.187) (fig. 3a). From
regression analysis, 3 distinct genetic differdittra patterns were observed (fig. 3a): one
involving all pairwise comparisons with"2 collection, another one relative to all" 7
collection pairwise comparisons and the other oité the remaining collections pairwise
comparisons. Nevertheless, whéfl @nd 7' collections data were excluded from analysis, a
significant correlation was detected (Mantel test;0.719, p=0.0008) (fig. 3b).

Results of overall microsatellitedindex pointed a significant heterozygote deficit in
5" (Fs= 0.103, p= 0.0215) and"§Fs= 0.186, p= 0.0003) collections (table 3). Hetermty
deficits might be caused by inbreeding, Wahluncatffor null alleles. Both first effects
influence the entire genome whereas null alleléscafonly individuals loci. In this study,
heterozygote deficits were caused only by CQ29i8pdacus (table 3). Thus, heterozygote
deficiencies resulted of null alleles related to22Qocus and Agua Fri@x. quinquefasciatus
population is in Hardy-Weinberg equilibrium duriath studied moments.

Pairwise comparisons for each moment separatedgsasd by Markov chain method,
provided only 4 significant linkage disequilibriwalues (p9.05) of 80 tests. Through Fisher
method, usingy® test, none pairwised microsatellite loci displayetkage disequilibrium
(0.9359<0.212) across all collections. It is important tghight that in spite of CQ29 locus
have presented heterozygote deficit, populationeyerdiversity parameters and genetic
differentiation did not significantly differed whethis locus was excluded from analysis.
Thus, it was not excluded from the analysis.

cgml gene analysis
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The same 323Culex quinquefasciatusamples from Agua Fria, analyzed for
microsatellites, were genotyped fogml locus. Along those 8 different moments, a tofed o
resistant homozygote individuals were found amofig(B3 sample), 8 (2 samples), B (1
sample) and 8 (1 sample) collections and 20 susceptible het individuals, which 3
were from 2*moment, 6 were from™ 4 were from %, 4 were from 5 and 3 were from'
collection.

Cgmkec allele frequency and expected heterozygosity) (fisplayed fluctuations
during the treatment, whose maximum values reacipetb 0.08 and 0.149, respectively, in
both 3% and 8" collections (tables 2 and 3). Values related tes¢h2 genetic diversity
parameters, in both above referred moments, pedigtidoubled in comparisons with the
immediately anterior moments"t2zand 4" collections). Another discrepancy was observed in
the 7" collection whercgmikec allele frequency and Hdropped to null values as they were
in the beginning of this study Yicollection). No significant correlation was foubdtween
cqmlgene H (r= 0.248, p= 0.554) and time (fig. 2). Howeverhem discrepant values
concerning %, 5" and 7" were excluded from analysis, an association betwie(r= 0.877,
p= 0.05) and time was observed.

Temporal genetic differentiation (correctedstF of cqnil locus displayed two
significant values (p<0.05) for 28 pairwise compans (table 1), however, after Bonferroni
corrections, none pairwise values were statisticdifferent. No association was observed
betweencqml corrected Er (Mantel test; r = -0.068, p= 0.502) and time opaation
between sample collections (fig. 3c), even wheia @@t T collection pairwise comparisons,
which displayed the highest differentiation valugsre excluded from analysis (Mantel test; r
=-0.578, p=0.878) (fig. 3d).

Comparison between microsatellites andgml gene study

No association was detected in comparisons amomgosatellites anccgml Fst
matrices with the time separation between samgleatmns matrix (partial Mantel test; r= -
0.05, p=0.06).

DISCUSSION

The present study evidenced that there was no kaiar genetic diversity reduction
in Culex quinquefasciatusopulation from Agua Fria caused by the vectortrmdmmeasures.
Successful actions in vector mosquito control caquegmulation densities reductions. This fact
was demonstrated by Regis, Silva-Filha, Oliveirale(1995) and Regis, Oliveira, Silva-Filha
et al. (2000) during the evaluation 6k. quinquefasciatupopulations subjected both to
physical breeding sites elimination and to contwoth Bacillus sphaericus Population
density decreases might result in genetic composithodifications, perceived by neutral
genes diversities losses and increases in gendfisreditiation. Evaluating isoenzyme and
microsatellites inAedes aegyptpopulations from Vietnan, which is known to haveith
densities determined by seasonal variations, Hulman, Hoang et al. (2002) reported that
during rainy season, when high mosquitoes denstttesir, genetic differentiation among
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populations was reduced. On the other hand, whesguitmes densities drop, during the dry
season, significant genetic differentiation waseobsd.

As far as microsatellite (neutral marker) study a@n, allelic richness R was the
only genetic variability parameter which presengeghificant reduction correlated with time
along control program. Pairwise genetic differamtia (Fst) presented a correlation with time
difference between collections only aftél’ and #' collections data were excluded from
analysis. Anyway, & values were not significant after Bonferroni cotiens. According to
Cornuet & Luikart (1996), when a population is ®dbgd to events causative of bottlenecks,
allele number decreases faster than allele frequétccalculation is based in allele number
while expected heterozygosity §Hand kst are based in allele frequency, therefore it was
expected that vector control interventions in Aguia had caused initially a reduction iR.R
Thus, microsatellites results suggested that amlyeipient impact was caused by the control
program inCx. quinquefasciatupopulation, pointed by & since B and Kkt were not
correlate with time.

Some previous studies have already used neutrdensato measure impacts caused
by combat activities against vector mosquitoestd?Ribonnelly, Sousa et al. (2002), for
example, employed microsatellites to evaluate ptssdong-term effects of a DDT campaign,
carried out in 1980s, on genetic structure of séfreean Anopheles gambiapopulations.
Samples were collected 16 years after controlwetgions terminus and results showed high
effective population size (N values and no indication of recent bottlenecks.spite of
drastic densities reductions registered during thenpaign, results showed that those
populations were in equilibrium for approximately&years, indicating their stability since
eradication campaign until the end of the survée @bility to exploit outdoor resources was
pointed as the explanation for such stability (@irbonnelly, Sousa et al. 2002). Another
study, carried out in Sdo Tomé Island (Africa), roborated that, despit&n. gambiae
population densities reductions, 1980s DDT campaiighnot reduce N(Pinto, Donnelly,
Sousa et al. 2003). Wondji, Simard, Lehmann et(2005), studying arAn. arabienses
population exposed to insecticide treated bed bt deltamethrin, reported similar results to
the present study after founding no significantegiendiversity variation when they compared
two moments before and two times after treatmdriisy reported that even if insecticide had
caused a high mortality rate, the size of remaimagulation was enough to maintain almost
all initial genetic diversity.

Microsatellites results also allowed imsfeces about the occurrence of feasible
migration moments during control program in Agu@aFFor example, Hvalues increased
from 0.4676 in the ¥ collection to 0.497 in the™moment. In addition, 3 novel low
frequency alleles (181 locus CQ29, 113 and 115d@xqGT8), which were first observed in
the 3% moment, were found in latter collections, suggest migration event in this interval.
Another indication of migration was the intervaltbeen %' and &' collections when H
values increased, respectively, from 0.4904 to $50eaching the highest value alon% the
study, and Bvalue presented the unique increase during thgranoto a 3.2228 value "6
collection. Migration occurrence suggests that @ogcoverage area should be expanded.
Others molecular studies with neutral markers dised the migration role in shaping the
genetic diversity of some mosquitoes populationsn@oparut et al. 1999; Huber, Loan,
Hoang et al. 2002; Kent et al. 2007). The aboverrefl study, carried out by Wondji,
Simard, Lehmann et al. (2005), also pointed migrats the cause for novel rare alleles
emergence irAn. arabiensepopulation almost 1 year after the deltamethrigeldaprogram
covered 100% of the evaluated area.

Migration events comprise flow of individuals frofkgua Fria neighbouring areas.
Besides, another important point, already reportesls the existence of refuges like non-
treated active breeding sites. Refuge’s existenués|the success of vector control activities,
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according demonstrated by Regis, Oliveira, SilMadiet al. (2000), in a survey conducted
with a Cx. quinquefasciatupopulation exposed tB. sphaericusn Jardim Brasil (Olinda
city). More significant reductions in mosquito’s ndéties were achieved only when the
number of registered breeding sites treated Bitlsphaericusncreased from about 150 to
325, allowing the enlargement of the program cdmoverage. Other situation approached in
this study was the role of a lagoon in Jardim Br@3linda city), which was not successfully
treated withB. sphaericusit was used as a refuge f@x. quinquefasciatutaying eggs.
Fluctuations with none significant reductions wédserved in mosquitoes number, near to
lagoon area, while, in the far capture stations,timber of mosquitoes per room per night
drooped from 45 to 10 in the subsequent collectfter the first bacterium application,
reaching minimum values lower than 5 mosquitoes@am per night (Regis, Oliveira, Silva-
Filha et al. 2000).

Besides causing population densities reductions, ube of insecticides can select
individuals bearing genes and/or alleles involveth wesistance mechanisms as a response to
the suffered disturbance. Along time, it is possilib occur changes in the genetic
composition concerning under selection pressur@genhich can result in the increases of
resistance alleles frequencies as well as genéfierahtiation. For example, Chalegre,
Romé&o, Amorim et al. (2009) reported significargrhfrequencies focqmZkg: allele inCx.
quinquefasciatuspopulation, which is involved withB. sphaericusresistance, when
comparing treated and non-treated areas. Lenorreaatl (1999) also observed growths in
frequencies of alleles involved with resistance na@isms to chemicals insecticides during
organophosphate (OPs) expositiorCat pipiensgpopulations.

With regard tocgqml1gene diversity analysisgmXkec allele frequency and gHvalues
increased in comparison witli tollection, however, their growths fluctuated dgricontrol
program. It is important to highlight that the naimkec allele frequency value in thé"7
collection was due to small sample size (10 indigid), since, Chalegre, Roméo, Amorim et
al. (2009) described a frequency of 0.053, whely tvaluated 325Cx. quinquefasciatus
samples, from the same area at this same colleotmmth. Neither H nor st cqmlgene
values were correlated with time, so that, no impaas detected respecting the under
selection pressure marker. Thgml gene results suggested migration occurrences of
individuals bearingcqmikec allele in the gap betweerand 3 collections and in the
interval between ﬂ%:and % moments, when values doubled in respect to eatérian
immediate collection.

The fluctuations incgmXkec allele frequencies and ingHvalues can be a result of
migration events. Migration plays an important roégable to hamper vector control actions
when immigrant individuals carry genes or alleleattconfer resistance to insecticides. On
the other hand, the introduction of susceptible qudases would prevent the development of
resistance. Problems related with introduction Béles involved with mechanisms of
resistance against chemicals were reported by begod et al. (1999) when they studied the
antagonistic migration and selection role in thealodynamic of 2 resistance lod\de and
Estel for treated and non-treated OPs. pipienspopulations in France. Results showed that
selection increased resistance allele frequenpe®wd with a biological cost. On the other
hand, gene flow reduced those frequencies in exibO$ts areas, causing a homogenization in
a previously impacted population, and increasedtaexe allele frequencies in non-treated
areas (Lenormand et al. 1999). The impact@iikec mutation on intervention has been
recently evaluated by Chalegre, Romé&o, Amorim et(2009). They reported a higher
cqgmXkec frequency (0.053-0.055) in Agua Fria when comg@dcenon treated areas: 0.0029
in Fazenda Nova and 0.0061 in Peixinhos , 180 kim fRecife and 3 km near to Agua Fria
respectively. However, there was no difference betwthe two populations susceptibility
status when the traditional bioassays were caroedl In the last decade, Coque
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neighborhood, in Recife, and Jardim Brasil, in Gee&ecife, were exposed for about 2 years
to a vector control program, based in the usB.agphaericugRegis, Silva-Filha, Oliveira et
al. 1995; Regis, Oliveira, Silva-Filha et al. 200Bjobably, during this periothmiec allele
was selected in these two areas. Jardim Brasbastal.5 km from Peixinhos, so probably a
gene flow was experienced between both areas. dagegmkec allele migrations from
Jardim Brasil associated with recently migrationsmf Agua Fria could be the reason for
finding higher frequencies for this allele in Peixos than in Fazenda Nova, according
Chalegre, Romé&o, Amorim et al. (2009). Those figdimdicate that it is possible to occur
gene flow of individuals bearing resistance alldtesn other areas in Recife to Agua Fria as
well as the opposite situation. Those results sstggethatcgmkec allele frequency is
increasing in Agua Fri€x. quinquefasciatupopulation, therefore, management strategies
should be considered. Rotations wihthuringiensiscould be a possible alternative to delay
development of resitance B sphaericugZahiri & Mulla 2003).

In the present study none association was detdetdeen microsatellites amdml
results. Behavior antagonisms between neutral amttbruselection pressure markers were
observed in a study witlCx. pipienspopulations from Spain and France, which were
collected in treated and non-treated areas with i@sticides (Chevillon et al. 1995). The
neutral enzymatic loci electrophoretic profile exatked pointed for a homogenization among
all populations along an 850 Km transect. Wherbasr¢sistance gemfece andEsterresults
showed a large heterogeneity, with some spacicggeied alleles and others restricted to
some sites or even with high frequencies allelasndoonly in treated areas. The vast
resistance allele’s distribution was associatech wiector control in large scale and with
migration events. Migrations result in susceptipiiecreases in environments never exposed
to chemicals insecticides unless those resistallekesaare capable to reduce population
fitness (Chevillon et al. 1995).

Recife has the ideal conditions to sustain brepdand expansion of mosquito
populations. Besides hot (283 and humid climate, with a heavy rainy seasonween
March and August, Recife is severed by lots of aeésrand rivers. Significant portion of its
territory is formed by mangrove embankments whiahses periodic inundations in the city.
All of that, associated with poverty, disorderetdamization and a deficient sewerage system
can act favoring mosquito reproduction and disparsiDensities oscillations irCx.
quinquefasciatupopulations from Recife occur along all year, waignificant peaks in the
rainy season (Regis, Silva-Filha, Oliveira et é#93). Studies withCx. quinquefasciatus
populations from different areas in Great Recitdyjsct or not to vector control, showed that
they are well adapted to social and environmerdatitions, which allow the maintenance of
high mosquitoes densities throughout the year. fRegilva-Filha, Oliveira et al. (1995)
registered values between 120 and 60 mosquitogoen per night in a survey conducted in
Coque neighborhood (Recife) before control measumaglementation. After initiated
physical and biologicalB. sphaericup control actions, drastic reductions, for about 20
mosquitoes per room per night, were observed a#rtreatment, even though, moderates
increases in this index, for values of 50, wereeobsd between #7and 38" treataments
(Regis, Silva-Filha, Oliveira et al. 1995). Anothstudy, carried out in Jardim Brasil
neighborhood (Olinda), located in Great Recife,steged fluctuations between 20 and 50
mosquitoes per room per night before biologicalticdnmplementation. AfteB. sphaericus
treatments, this index decreased for minimum vabetsw 10 in the last collections moments
(Regis, Oliveira, Silva-Filha et al. 2000).

Adult mosquitoes densities annual index values,vigeml by the Environment
Vigilance Center (Recife Public Health Department@creased between 2003 and 2006,
pointing the efficacy ofCx. quinquefasciatusontrol program in Agua Fria (unpublished
data). On the other hand, the results obtainedamtesent study suggests that vector control
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program was not able to disturb drastically the egien diversity of Agua FriaCx.
guinquefasciatupopulation, since genetic diversity had only atleutiecrease, pointed byR
parameter. It is important to highlight that, ifcter control actions were interrupted, this
population would, very likely, recover it initiaiwkrsity. In addition, the use &. sphaericus
probably induced the increasedgmXkec allele frequency along the program, caused mainly
by susceptible heterozygote, suggesting that itnjgortant to focuses the attention for a
possible resistance management. The results sedgtsit molecular approaches are more
appropriate to evaluate long term effects causedvégtor control measures, studying
populations considering bigger time intervals.
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Figure.1 Microsatellites mean allelic richness &arch collection moment (months) within Agua F@alex
quinquefasciatupopulation.
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Figure.2 Microsatellites andgml mean expected heterozygosity for each colleattmment (months) within
Agua FriaCulex quinquefasciatysopulation.

Table.1 Microsatellites (lower half diagonal) aratiml gene (upper half diagonal) pairwise genetic
differentiation (corrected Jt) between each collection moment within Agua F@alex quinquefasciatus
population.

15! znd 3rd 4th 5th 6th
7" collection 8" collection
collection collection collection collection collection collection
(may/2005)  (sept/2006)
(jun/2003) (aug/2003)  (dec/2003)  (apr/2004)  (jun/2004) (oct/2004)

lzlfr?/nzec?ct)iso)n 0.021 0.074 0.033 0.072 0.040 0.000 0.099
2;;33'};833;‘ 0.003 0.014 -0.009 0.012 -0.007 -0.012 -0.013
3(:‘;2'/'2?883;‘ -0.010 0.003 0.002 0.016 -0.007 0.017 -0.034
4};;?}'28532;‘ -0.007 0.016 -0.009 0.000 -0.012 -0.004 -0.024
525;’/';90"&3” -0.001 0.019 -0.010 -0.014 -0.009 0.008 -0.040
G?O%‘t’l”z%céi‘%” 0.006 0.033 -0.002 -0.016 0.013 -0.011 -0.036
7&;‘;‘,‘;8%%3‘ 0.106 0.137 0.093 0.067 0.060 0.053 -0.032
8"collection 4 5, 0.015 0.003 -0.008 -0.005 -0.001 0.017

(sept/2006)
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Significant kst values (p<0.05) in bold.
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Figure D - except 1% collection
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Figure.3 Pairwise microsatellite amginil gene temporal differentiation (correctegi)Fand time difference
between collections moments (months) within Aguia Blulex quinquefasciatugopulation. In figure A, the
white, bright and dark gray diamonds are compassaith 7", 2% and between™ and 7' collections,
respectively, while, in figure C, white diamonds aomparisons with*icollection.

Table. 2: Allelic frequency distributions in eaabllection within Agua FriaCulex quinquefasciatusopulation
assessed for 5 microsatellites loci agdil gene.

. Collection moments
Loci /

allele length (bp) 151 2I’1d 3rd 4th 5th 6th 7th 8th
(jun/03) (aug/03) (dec/03)  (apr/04) (jun/04) (oct/04)  (may/05)  (sept/06)

CQ29

175 0.255 0.213 0.276 0.357 0.367 0.408 0.45 0.286
176 0.041 0.043 0.051 0.051 0.031 0.051 0.05 0.143
178 0.051 0.043 0.031 0.02 0.041 0.02 0 0
179 0.653 0.702 0.633 0.561 0.561 0.5 0.5 0.571
180 0 0 0 0.01 0 0 0 0
181 0 0 0.01 0 0 0.02 0 0

N 49 47 49 49 49 49 10 14

CxqGT8

85 0 0 0.01 0 0 0 0 0

93 0.43 0.48 0.49 0.5 0.49 0.49 0.75 0.567
95 0.03 0 0.03 0.01 0.07 0.02 0 0

97 0.28 0.25 0.26 0.296 0.29 0.276 0.05 0.3
105 0.12 0.15 0.11 0.122 0.09 0.153 0.05 0.067
107 0.05 0.03 0 0.01 0 0 0 0
113 0 0 0.03 0 0.01 0 0 0
115 0 0 0.01 0.01 0 0 0 0
116 0 0 0 0 0 0 0.1 0.067
117 0.02 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01 0 0
119 0.05 0.05 0.05 0.02 0.02 0.02 0 0

121 0.02 0.03 0 0.02 0.01 0.031 0.05 0
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N
CxgqATG9
243
245
249
250
253
257
259
260
261
262
264
N
CxqCTG10
95
107
113
N
CxqCAG101
180
186
192
198
N
cgmil
cqmkec
cgmil
N

50
0.01
0.01
0.02
0.23

0.33

0.05
0.21

0.14

50

0.02
0.98

50

0.69

0.31

50

50

50

0.02
0.1
0.44

0.09
0.15
0.02
0.18

50

0.02
0.96

0.02
50

0.76

0.24

50

0.03

0.97
50

50

0.02
0.204
0.347

0.02
0.163

0.245

49

0.04
0.96

50

0.68

0.32
0

50

0.08
0.92
50

49 50 49 10 15

0 0 0

0 0 0

0 0.01 0.01 0 0

0.204 0.198 0.177 0.222 0.167
0.316 0.292 0.302 0.056 0.3
0.01 0 0 0 0
0.051 0.063 0.042 0 0
0.224 0.177 0.24 0.444 0.333

0 0 0 0 0
0.184 0.26 0.229 0.278 0.2
0.01 0 0 0 0

49 48 48 9 15
0.02 0.02 0.02 0 0.067
0.98 0.98 0.98 1 0.933

0 0 0 0 0

49 50 49 10 15
0.01 0 0 0 0
0.694 0.72 0.653 0.85 0.833
0.296 0.28 0.316 0.15 0.167

0 0 0.031 0 0

49 50 49 10 15
0.041 0.08 0.051 0 0.067
0.959 0.92 0.949 0.933
49 50 49 10 15

N, sample size

Table. 3: Temporal genetic variability parametend deviations from Hardy-Weinberg expectations gfues
for Fisin bold) within Agua FriaCulex quinquefasciatysopulation analyzed for 5 microsatellites loci aaogil

gene.
Collection moments
Locus 15t ond 3 4 5h 6 70 gh
(jun/03) (aug/03)  (dec/03) (apr/04) (jun/04) (oct/04) (may/05) (sept/06)
CQ29
Nai 4 4 5 5 4 5 3 3
Rs 3.205 3.15 3.288 3.165 3.022 3.316 2.9 2.99
He 0.511 0.464 0.527 0.561 0.555 0.588 0.583 0.593
Fis 0.241 0.174 0.225 0.2 0.301 0.375 0.314 0.037
p(Fis) 0.0233 0.0843 0.0338 0.0575 0.0103 0.0018 0.214 0.5283
N 49 47 49 49 49 49 10 14
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CxqGT8
Nai 8 7 9 8 7 4
Rs 5.305 4.68 4.981 4.626 4.276 3.697
He 0.722 0.686 0.683 0.669 0.666 0.593
Fis -0.164 -0.166 0.033 0.103 0.112 -0.349
p(Fis) 0.0288 0.0278 0.389 0.1488 147 0.0583
N 50 50 50 50 49 15
CxgATG9
Nai 8 7 6 6 6 4
Rs 5.262 5.322 4.628 4.875 4.728 3.993
He 0.78 0.74 0.758 0.78 0.775 0.755
Fis 0.077 0.055 -0.023 -0.041 0.14 -0.06
p(Fis) 0.1933 0.2785 0.4638 0.3588 0.055 0.4763
N 50 50 49 48 48 15
CxqCTG10
Ny 2 3 2 2 2 2
Rs 1.329 1.658 1.554 1.329 1.335 1.848
He 0.04 0.079 0.078 0.04 0.04 0.129
Fis -0.01 0.492 -0.032 -0.01 -0.011 -0.037
p(Fis) 0.9883 0.0235 0.9428 0.99 0.989 9683
N 50 50 50 50 49 15
CxqCAG101
Nai 2 2 2 2 3 2
Rs 1.999 1.996 2 1.999 2.459 1.994
He 0.432 0.369 0.439 0.408 0.478 0.286
Fis 0.028 0.023 -0.093 0.117 0.146 0.16
p(Fis) 0.556 0.5745 0.3623 0.308 0.1678 0.661
N 50 50 50 50 49 15
Mean over
microsatellites loci
Nai 4.8 4.6 4.8 4.4 4.6 3
Rs 3.42 3.3612 3.2902 3.1702 3.2228 42.90
He 0.497 0.4676 0.497 0.4904 0.5094 7124
Fis 0.031 0.023 0.032 0.103 0.186 -0.12
p(Fis) 0.242 0.2855 0.2448 0.4078 0.0215 0.0003 0.11
cgml
Nay 1 2 2 2 2 2
He 0 0.059 0.149 0.149 0.098 0.133
N 50 50 50 50 49 15

Nai, number of alleles per locusigRallelic richness; H expected heterozygosityisFinbreeding coefficient;

p(Rs), p-values for i
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Apéndice B — Parecer do Comité de Etica

Titulo do Projeto: Avaliagio da diversidade genética de uma populacéo de
Culex quinquefasciatus proveniente de area sob intervencdo para controle
vetorial

Pesquisador responsavel: Marina FalcZo de Souza Cartaxo

Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz
Data de apresentagdo ao CEP: 17/06/2008

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 46/08

Registro no CAAE: 0045.0.095.000-08

PARECER N° 036/2008

O Comité avaliou e considera que o Projeto em questdo n&o envolve
procedimentos relacionados &s exigéncias de conduta ética envolvendo seres

humanos, de acordo com o Cédigo de Etica, Resolucdo CNS 196/96 e

complementares.

Recife, 03 de julho de 2008.

o diia de Megenos
Biomédica

ﬂ“ Coordenadord
U CEPICPOAMIF! 1OCRUL
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