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Aplicacdo de marcadores microssatélites para o estudo de Culicidae
(Diptera): revisao com especial referéncia a Haemagogus
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Marcadores moleculares microssatélites se caracterizam pela neutralidade, alto polimorfismo
e elevada abundancia com ampla distribuicdo pelo genoma de eucariotos. O seu emprego em
estudos relacionados a espécies de mosquitos vetoras € ideal para o mapeamento genético e
fisico, para a identificagéo e discriminagéo de genétipos e estudos de genética de populacdes. Esta
revisdo sumariza e fornece informagdes sobre estudos envolvendo culicideos através da utilizagdo
de marcadores microssatélites e propde sugestdes de pesquisas para uma melhor compreenséo da
biologia e dinamica de transmisséo do virus da febre amarela por espécies do género Haemagogus.
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INTRODUCAO

Os marcadores moleculares baseados na
amplificacdo de microssatélites, também denominados
de repeti¢cdes de seqiiéncias simples (simple sequence
repeats; SSRs), compreendem uma classe de DNA
repetitivo composto de pequenas sequéncias de 1 a 4
nucleotideos repetidos adjacentes que se encontram
dispersos no genoma (Schldtterer & Pemberton, 1998).
Estes marcadores sdo co-dominantes, hipervariaveis,
apresentam variagdes de comprimento entre os alelos e
estdo distribuidos aleatoriamente pela regido eucromatica
do genoma, embora sejam raros nas regides codificadoras
(Hancock, 1999; Schiétterer & Wiche, 1999).

Em genomas de eucariotos, essas pequenas
sequéncias repetitivas de DNA sdo mais freqiientes,
mais bem distribuidas e formam loci genéticos
muito polimoérficos que podem ser amplificados
via PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir
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de um par de primers especificos (de vinte a
trinta bases) que flanqueiam os microssatélites.
Os segmentos amplificados a partir destes sitios,
quase invariavelmente, apresentam um extenso
polimorfismo resultante da presenca de diferentes
numeros de elementos simples repetidos. Assim, cada
microssatélite, independente do elemento repetido (e.g.
CA, TG e ATG) constitui um locus genético altamente
variavel, multialélico e de grande contetido informativo
(Sunnucks, 2000).

Cada segmento amplificado de tamanho
diferente (geralmente de varias dezenas até algumas
centenas de pares de bases) representa um alelo diferente
do mesmo l6cus (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Cada
l6cus de microssatélite ¢ analisado individualmente ao
utilizar-se um par de primers construido especificamente
para sua amplificacdo ou, ainda, pode-se analisar
mais de um locus por vez, desde que os alelos dos
loci tenham tamanhos suficientemente diferentes para
migrarem em dire¢des distintas no gel. Neste método de
genotipagem, denominado de “multiplex”, sdo utilizados
simultaneamente mais de um par de primers especificos
na mesma reagao de PCR.

Hoje, os microssatélites sdo um dos mais
poderosos métodos para estudos genéticos de
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populagdes (Selkoe & Toonen, 2006). Podem ser
utilizados para a determinagdo do grau de relacdo
entre individuos e/ou grupos de uma mesma espécie
(Blouin et al., 1996), para analise de ascendéncia
(e.g. teste de paternidade; Isagi et al., 2004), como
ferramenta para avaliar os niveis de endogamia de
uma populagio (e.g. Arbelaez-Cortes et al., 2007), para
analisar a historia demografica de uma populacéo (e.g.
evidéncia da ocorréncia de gargalos populacionais;
Hoelzel et al., 2002), determinar o tamanho efetivo de
uma populagao (e.g. Hauser et al., 2002), e avaliar a
magnitude e direcionamento do fluxo de genes entre as
populagdes (Gaggiotti et al., 2002). Os microssatélites
também fornecem dados apropriados para estudos
filogeograficos que procuram explicar a concordancia
da historia biogeografica e genética da flora e fauna
de regides em larga escala (Koskinen et al., 2002) e
em estudos filogenéticos em escala fina com espécies
proximamente relacionadas (Richard & Thorpe, 2001).
Maudet et al. (2002) destacam que todos esses estudos
sdo possiveis, principalmente, por trés caracteristicas
presentes nesse marcador: (1) a elevada abundancia
com ampla distribuicdo pelo genoma; (2) a neutralidade
e (3) o alto polimorfismo.

Apesar das multiplas aplicag¢des citadas
para os microssatélites, sua utilizagdo apresenta
certa limitagdo no que tange o baixo indice de
transferibilidade dos primers entre espécies,
especialmente naquelas classificadas em familias e/
ou ordens diferentes. Segundo Zane et al. (2002), o
maior problema vinculado aos microssatélites é que
eles precisam ser isolados de novo na maioria das
espécies que estdo sendo analisadas pela primeira vez.
Isso ocorre porque os microssatélites sao usualmente
encontrados em regides nao codificadoras onde
a taxa de substituicdo é maior do que nas regides
codificadoras. Conseqlientemente, a estratégia de
projetar primers combinando seqiiéncias conservadas,
que foi muito efetivo para DNA mitocondrial (Kocher
et al., 1989), por exemplo, ¢ mais problematico para
esse tipo de marcador molecular. Segundo Selkoe &
Toonen (2006) a medida que se trabalha com niveis
sistematicos mais altos, problemas como fenomenos
de homoplasia tornam-se mais provaveis devido a
alta taxa de mutacdo, e seqiiéncias de microssatélites
utilizadas, por exemplo, para a espécie A podem nio
ser polimorficas para a espécie B. No entanto, em niveis
sistematicos mais baixos, como género e subgénero,
a possibilidade de transferibilidade de microssatélites
entre as espécies ¢ mais elevada, chegando perto de
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60% de sucesso em Arthropoda, por exemplo (Barbara
et al.,2007).

Os culicideos sao responsaveis pela veiculagdo
de diversos agentes infecciosos ao homem e animais, o
que confere a esse grupo significativa importancia em
satde publica. Tendo em vista que os microssatélites
sdo os marcadores que possuem o mais elevado
contetido de informagao de polimorfismo, seu emprego
em estudos relacionados a espécies de mosquitos
vetoras ¢ ideal para o mapeamento genético e fisico,
para a identificacdo e discriminacdo de genotipos e
estudos de genética de populagdes desse grupo. O
objetivo do presente trabalho ¢ sumariar e fornecer
informagdes sobre estudos envolvendo culicideos
através da utilizagdo de marcadores microssatélites
e propor sugestdes de pesquisas para uma melhor
compreensdo da biologia e dindmica de transmissao
do virus da febre amarela por espécies do género
Haemagogus. Foram utilizadas as abreviaturas de
géneros de Culicidae propostas por Reinert (1975).

O EMPREGO DE MICROSSATELITES EM
ESTUDOS COM MOSQUITOS

Isolamento e transferibilidade

Os microssatélites passaram a ser utilizados
em estudos com culicideos a partir de meados da
década de 1990 (e.g. Lanzaro et al., 1995) e desde
entdo o niimero de trabalhos publicados aumentou,
principalmente em consequéncia das metodologias de
isolamento e sequenciamento desse marcador terem
se tornado mais simples, automatizadas e economicas
ao longo dos anos (Barbara et al., 2007). Foi possivel
esclarecer com mais eficiéncia questdes que antes,
com o emprego de outras metodologias, dificilmente
eram solucionadas. Por exemplo, Fonseca et al. (2004)
analisaram o complexo de espécies Culex pipiens e
identificaram aquelas com maior e menor capacidade
para transmitir o Virus do Oeste do Nilo, Chen ef al.
(2008) observaram o padrdo de distribuicao dos ovos
de Anopheles gambiae ¢ An. arabiensis ao longo
dos criadouros, Widdel ef al. (2005) identificaram as
regides que serviram como “portas” de entrada para
Aedes japonicus nas Américas, e Ranson ef al. (2004)
utilizaram-se deste marcador para localizar QTLs
associados a resisténcia a inseticidas em 4An. gambiae.
Para demonstrar a freqliéncia com que esse marcador
tem sido utilizado em Culicidae, foi realizado um censo
a partir de publicacdes no peridodico Molecular Ecology
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Resources entre os anos de 2001 a 2008. Foram
identificados 255 artigos envolvendo o isolamento
e caracterizagdo de novos loci de microssatélies em
diferentes grupos dentro de Insecta, sendo que desses,
21 (8,2%) referiam-se a individuos da familia Culicidae
(Fig. 1). Todas as espécies desse grupo estavam
associadas a transmissdo de algum agente infeccioso ao
homem, sendo integrantes de trés géneros: Anopheles,
Aedes e Culex (Fig. 2).

O isolamento e caracterizacdo de locus
de microssatélites uteis para a realizacdo de
estudos moleculares através de métodos comuns
de identificagdo, como a construgdo de bibliotecas
gendmicas enriquecidas, mostrou-se mais dificil para
algumas espécies de Culicidae do que para outras.
Em Ae. aegypti, essas metodologias resultaram na
descricao de apenas vinte loci de microssatelites uteis
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(Lovin et al., 2009), ja para An. gambiae, propiciaram
a descricdo de mais de cem sequéncias (Zheng et
al., 1996). O género Anopheles apresenta 0 maior
nimero de espécies com microssatélites isolados e
geneticamente ou citologicamente mapeados, tendo
as seqiiéncias depositadas em bancos de dados
gendmicos (e.g. GenBank; http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Genbank/) que podem ser livremente acessados
por qualquer pesquisador.

A metodologia de identificacdo de loci de
microssatélites com base na constru¢ao de bibliotecas
gendmicas enriquecidas é, historicamente, a mais
utilizada. Ja foram descritas sequéncias desse marcador
através dessa metodologia para: Ae. aegypti (Slotman
et al., 2007), Ae. albopictus (Porretta et al., 2000),
Ae. caspius (Porretta et al., 2005), Ae. polynesiensis
(Behbahani et al., 2004), Ae. taeniorhynchus (Bataille

Fig. 1. Artigos publicados no periodico Molecular Ecology Resources entre o periodo de 2001 e 2008
com o isolamento e caracterizagdo de novos loci de microssatélites para espécies da classe Insecta.
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Fig. 2. Frequiéncia relativa de artigos publicados no periédico Molecular Ecology Resources entre
o periodo de 2001 e 2008 com o isolamento e caracterizagdo de novos loci de microssatélites para

espécies de Aedes, Anopheles e Culex.
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etal.,2009), An. maculipennis (Weill et al., 2003), An.
marajoara (Li et al., 2005), An. stephensi (Verardi
et al., 2002), An. sinensis (Ma & Fan, 2008), Culex
pipiens (Keyghobadi et al., 2004) e Cx. tarsalis
(Rasgon et al., 2006, Venkatesan et al., 2007).

Atualmente outras metodologias para o
isolamento e caracterizacdo de microssatélites estao
sendo utilizadas. Para Ae. aegypti, espécie que as
metodologias usuais ndo eram eficientes para se
obter as sequéncias de microssatélites, Lovin et al.
(2009), através de varreduras no genoma da mesma
associadas com a utilizacdo de PCR multiplex,
conseguiram obter com sucesso 20 loci polimérficos
desse marcador. Outra importante inovagao utilizada
para a obten¢@o de sequéncias de microssatélites de
varios organismos ¢, que podera ser aplicada para os
Culicidae, € o seqiienciamento pelo pirossequenciador.
O pirosequenciamento quando comparado com as
abordagens tradicionais oferece uma maior rapidez,
menores custos e necessidades técnicas para a obtengao
dos microssatélites (Perry & Rowe, 2010).

Outra alternativa para o estudo com
microssatélites em Culicidae seria a obten¢ao dos
mesmos pela transferéncia de primers que flanqueiam
as sequéncias desse marcador de uma espécie em que
os mesmos ja tenham sido obtidos para outra. Alguns
trabalhos demonstram que esta transferibilidade ¢é
perfeitamente possivel para o grupo (Tab. I). Barbara
et al. (2007) sugerem que a amplificacdo cruzada
de loci de microssatélites deve ser analisada caso
a caso, baseada, principalmente, em informacgdes
evolutivas inerentes ao crescimento do numero de
seqiiéncias gendmicas completas disponiveis, sendo
que a proximidade dos taxa analisados esta diretamente
associada ao sucesso da transferibilidade dos primers.

Estrutura Genética das Populagdes

A habilidade de adaptacdo de um organismo
depende da sua variabilidade genética. A informagao
da variagao genética dentro e entre as populagdes
¢ importante para compreender a histéria evolutiva
de populagdes de mosquitos ¢ da epidemiologia
da doencga (Yan et al., 1998). Assim, o estudo da
estrutura genética da populagdo ¢ essencial para
o entendimento da dinamica das populagdes do
vetor e para a analise de fatores responsaveis pela
resisténcia e adaptacdo ecoldgica.
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Os microssatélites permitem analisar com
eficiéncia a estrutura genética das populacdes por
apresentarem um maior contetdo informativo por
l6cus génico do que outros marcadores moleculares.
Permitem observar diferencas genéticas em
populacdes separadas por poucos quildometros (escala
microgeografica; diferentes bairros de uma cidade,
por exemplo) (Costa-Ribeiro et al., 2006) ou ainda,
analisar a mesma populagdo em momentos temporais
distintos (e.g. diferentes estagdes do ano) (Lehmann et
al.,2003). Segundo Hanski & Gilpin (1997), a detecgio
da variabilidade genética a nivel intra-especifico ao
longo de gradientes geograficos e/ou temporais ¢ capaz
de fornecer dados para estimar se uma populacdo esta
em extingdo, expansdo ou em equilibrio.

Simard et al. (2000) estudaram a diversidade
genética, através de oito loci de marcadores
microssatélites, de An. arabiensis, importante vetor da
maléria na Africa, ao longo de vérios meses, incluindo
um periodo de severa seca, no Senegal e observaram
que durante a estagdo de seca, quando as populacdes
desse vetor caem drasticamente, a diversidade genética
continua constante. Também obtiveram resultados que
demonstraram uma baixa diferenciagdo genética entre
duas populagdes amostradas em locais distantes 250
km entre si, o que levanta a possibilidade da existéncia
de um continuo fluxo génico entre as mesmas. Temu
et al. (2004) demonstraram que a distancia geografica
esta correlacionada com heterogeneidade genética
das populagdes de An. funestus de diferentes regides
africanas e relacionaram esse padrdo com a existéncia
de barreiras geograficas causadas pela fragmentagao
das areas de estudo. Keyghobadi et al. (2006), através
de 12 loci de marcadores microssatélites, analisaram
como a estrutura espacial ¢ as diferengas no gradiente
altitudinal atuam na estrutura¢ao das populagdes de
Cx. quinquefasciatus, vetor da malaria aviaria na
ilha do Havai, ao longo de distancias relativamente
pequenas, menores que 100Km. Assim, identificaram
um moderado isolamento entre a maioria das 34
populagdes amostradas na ilha e uma reducdo na
diversidade genética nas populagdes oriundas de
regides mais elevadas em relagdo aquelas de regides
de menor altitude. Pode-se ainda citar, nessa mesma
abordagem, estudos desenvolvidos por Lehmann et al.
(2003) com An. gambiae, Morlais et al. (2005) com
An. arabiensis, Ali et al. (2007) com An. stephensi, e
Antonio-Nkondjio ef al. (2007) com An. moucheti.
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Tab. I. Transferibilidade de loci de microssatélites isolados a partir de uma espécie ou subespécie de

Culicidae (Taxon I) e amplificados em outra espécie/subespécie (Taxon ll).

Loci

Taxon |

Taxon Il

Referéncia

AgXH7, AgXH49,
AgXH53,
AgXH131,
AgXH638,
Ag2H803,
Ag2H26, Ag2H46,
Ag2H79,
Ag2H141,
Ag2H143,
Ag2h325,
Ag2H603,
Ag2H637, 29C,
33C, 45C,
Ag3H93,
Ag3H158,
Ag3H555, 1D1

An. gambiae

An. arabiensis

Morlais et al. (2005),
Temu & Yan (2005)

Atae09, Atae10

Ae. taeniorhynchus

Ae. aegypti

Bataille et al. (2009)

Atae09, Atae11,
Atae13

Ae. taeniorhynchus

Ae. albopictus

Bataille et al. (2009)

Atae13

Ae. taeniorhynchus

Ae. japonicus

Bataille et al. (2009)

Ap1, Ap2, Ap3, Ap5, Ap6

Ae. polynesiensis

Ae. albopictus,
Ae. pseudoscutellaris,
Ae. tongae

Behbahani et al. (2004)

Ap1, Ap2, Ap5, Ap6

Ae. polynesiensis

Ae. katherinensis

Behbahani et al. (2004)

0J5, 0J10, OJ70, OJ85,
0J100, OJ187, OJ338

Ae. japonicus japonicus

Ae. japonicus yayamensis,
Ae. j. shintienensis,
Ae. koreicus

Widdel et al. (2005)

CxqGA12,
CxqGT4, CxqGT6,
CxqGT8, CxqGT14,
CxqGT17, CxTri4

Cx. quinquefasciatus

Cx. australicus

Smith et al. (2005)

CQ26, CxqATG9,
CxqCAG101,
CxqCTG10,
CxqGT4, CxqGT6,
CxqGT17,
CxqGT108,

CxTri4

Cx. quinquefasciatus

Cx. pipiens pipiens

Edillo et al. (2007),
Kothera et al. (2009),
Smith et al. (2005)

CxqGT4, CxqGT6,
CxqGT8,
CxqGT14,
CxqGT17

Cx. quinquefasciatus

Cx. p. pallens

Smith et al. (2005)

CxqGT4, CxqGT6, CxqGT8,
CxqGT14, CxqGT17, CxTri4

Cx. quinquefasciatus

Cx. pervigilans,
Cx. torrentium

Smith et al. (2005)

CxqGT4, CxqGT6

Cx. quinquefasciatus

Cx. restuans, Cx. salinarius

Smith et al. (2005)

CxpGT4, CxpGT9,

Kothera et al. (2009),

CxpGT12, CxpGT40, Cx. p. pipiens Cx. quinquefasciatus )

CxpGT46, CxpGT51 Smith et al. (2005)
CxpGT4, CxpGT9,

CxpGT20, CxpGT40, Cx. p. pipiens Cx. australicus Smith et al. (2005)
CxpGT51

CxpGT4, CxpGT9, . . .

CxpGT40, CxpGT51 Cx. p. pipiens Cx. pervigilans Smith et al. (2005)
CxpGT4, CxpGT9,

CxpGT12, . .

C))ESGT 46, Cx. p. pipiens Cx. p. pallens Smith et al. (2005)
CxpGT51

CxpGT40, CxpGT51 Cx. p. pipiens Cx. restuans Smith et al. (2005)
gé?r%]-g CxpGT40, Cx- Cx. p. pipiens Cx. salinarius Smith et al. (2005)
CxpGT9, CxpGT40, Cx- Cx. p. pipiens Cx. torrentium Smith et al. (2005)

pGT51
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Segundo Selkoe et al. (2006), apesar de
morfologicamente idénticas, subespécies de mosquitos
podem apresentar diferengas fisiologicas e ecologicas
importantes, inclusive diferengas na capacidade
vetora de certos agentes patogénicos. Assim, indicam
os microssatélites, devido ao alto polimorfismo,
como a metodologia mais eficiente para separar
subespécies. Kothera et al. (2009), através de oito
loci de marcadores microssatélites, caracterizaram
as subespécies e hibridos de Cx. p. pipiens ¢ Cx. p.
quinquefasciatus. Eles determinaram a variagdo e
extensdo da hibridizagdo dessas espécies e definiram
uma zona geografica hibrida. Também Kent et al.
(2007), com o emprego de 12 loci de marcadores
microssatélites, identificaram diferencas genéticas
nos EUA entre Cx. p. pipiens e Cx. p. molestus e seu
potencial de hibridizag@o. Nos dois casos, os autores
demonstraram que as subespécies estudadas nao estdo
reprodutivamente isoladas.

Comportamento de Oviposi¢do

Como descrever o comportamento e padrdes
de oviposi¢do dos mosquitos in natura ¢ uma tarefa
muito dificil, métodos indiretos realizados a partir de
testes de verificagdo de parentesco podem ser utilizados
para a detec¢do do padrdo de oviposicdo das fémeas
de mosquitos através da analise genética das larvas
presentes nos criadouros. Faleiro (2007) sugere que,
de modo geral, marcadores moleculares co-dominantes
e multialélicos, como os microssatélites, sio 0s mais
indicados para os estudos de identificagdo e testes de
parentesco.

Segundo Barbosa-Neto et al. (1996), a
melhor forma de se estabelecer o grau de parentesco
entre individuos se da pela obtengdo do chamado
coeficiente de parentesco (r), que em sua definigéo,
expressa a probabilidade de dois individuos terem
genes idénticos herdados de ancestrais comuns. Esse
coeficiente pode ser obtido diretamente através do
padrdo de bandas obtido com os microssatélites. No
entanto, em populagdes naturais de mosquitos, onde
informagdes do pedigree ndo podem ser obtidas a
priori, estabelecer o coeficiente de parentesco a partir
de gendtipo apresentado por cada individuo para esse
marcador representa um desafio. Diante disso, diversos
estimadores para o coeficiente de parentesco foram
desenvolvidos. Lunch & Ritland (1999) destacam que,
entre eles, a utilizacdo de métodos de reamostragem
(bootstrap) sobre individuos sdo os mais adequados,
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pois parecem solucionar a construgdo de intervalos
de confianga para a obtencdo dos coeficientes de
parentesco em populagdes naturais sem informagdes
referentes ao gendtipo parental.

Ao analisar o parentesco das larvas de A4n.
gambiae, Chen et al. (2006), utilizando nove loci de
microssatélites, observaram que as fémeas utilizam
multiplos locais para realizar a mesma oviposi¢ao,
sendo que criadouros com altas densidades de larvas
tendem a ter uma baixa correlacdo genética, ou
seja, apresentam oviposi¢cdes de diferentes fémeas.
Chen et al. (2008), através da analise de nove loci
de microssatélites, analisaram o comportamento
de oviposi¢do de An. gambiae ¢ An. arabiensis
e observaram que as fémeas da primeira espécie
ovipositam, em média, 5,2 ovos por criadouro, ¢ as da
segunda cinco ovos. Também forneceram evidéncias de
que ambas as espécies compartilham os mesmos locais
para oviposi¢do, sendo atraidas pela concentragdo de
matéria organica na agua e pela auséncia de predadores.

PERSPECTIVAS OFERECIDAS PELOS
MARCADORES MICROSSATELITES PARA
ESTUDOS COM Haemagogus

A febre amarela ¢ uma doenca que se
mantém endémica ou enzootica nas florestas tropicais
da América causando periodicamente epidemias
de impacto variavel na satde publica. Sob o ponto
de vista epidemiologico a febre amarela divide-se
em duas formas, a urbana e a silvestre que diferem
entre si quanto a natureza dos transmissores e dos
hospedeiros vertebrados e o local de ocorréncia.
A forma silvestre é transmitida principalmente por
mosquitos do género Haemagogus e secundariamente
por mosquitos Sabethes a0 homem quando este adentra
a mata (Vasconcelos, 2003). No Brasil registram-se
anualmente casos isolados de febre amarela silvestre
(FAS) a 19 Estados, manifestando-se de forma ciclica
a cada 5 a 7 anos, conseqiientes as epizootias em
primatas ndo humanos. No periodo de 2000 a 2009
foram registrados 320 casos de FAS, com 152 6bitos
distribuidos por 15 estados, destacando-se os anos de
2007 a 2009 com 105 casos e 53 o6bitos, envolvendo
os Estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana
¢ Rio Grande do Sul (Gomes et al., 2010).

Além da vacinacdo de pessoas residentes de
areas endémicas, o entendimento dos diversificados
aspectos da biologia dos vetores (e.g. horarios de
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maior atividade hematofagica) ¢ fundamental para o
controle de casos de FAS. A utilizagdo de metodologias
com base em marcadores moleculares, como os
microssatélites, fornece uma nova perspectiva de
estudos ecologicos, comportamentais e genéticos,
oferecendo a oportunidade de buscar formas mais
eficientes de controlar a distribui¢do e crescimento
populacional dos vetores, bem como ajudar a predizer
os efeitos de alteracdes realizadas pelo homem
na natureza, como o desmatamento, nos ciclos de
transmissao dessa doenca.

Nido existe registro de sequéncias de
microssatélites descritas para as 28 espécies conhecidas
de Haemagogus. Uma excelente alternativa para se
obter microssatélites seria a transferibilidade de primers
desse marcador, ja descritas para outros Culicidae,
para as espécies de interesse. Esse procedimento
demanda menos tempo e recursos financeiros do
que o isolamento e descri¢do das sequéncias a
partir da constru¢cdo de bibliotecas gendmicas. Para
aumentar as chances de sucesso dessa alternativa, o
ideal seria comegar com microssatélites a partir de
taxa filogeneticamente proximos aos Haemagoguis.
Reinert et al. (2004) apresentaram uma filogenia para
Aedini, e das espécies proximamente relacionadas a
Haemagogus com microssatélites descritos, pode-se
destacar Oc. triseriatus (Bataille et al., 2009).

Uma das principais espécies envolvidas no
ciclo de transmissdo da FAS é Hg. janthinomys, que
apresenta ampla distribui¢do de Honduras ao sudeste
do Brasil, incluindo também Amazonia e Argentina
(Trapido & Galindo, 1955; Arnell, 1973). A presenca
dessa espécie em diferentes biomas florestais em
diferentes regides do continente fizeram com que
Alencar et al. (2009) sugerissem a existéncia do
“complexo janthinomys”, semelhante ao observado
em An. gambiae s.1. (Parmakelis et al., 2008). Essa
hipotese poderia ser testada através do emprego de
marcadores microssatélites, a partir de mosquitos
coletados em diferentes locais da area de ocorréncia
da espécie. Poderia ser relacionada a existéncia das
possiveis espécies cripticas com a menor ou maior
competéncia vetorial na transmissdo da FAS pela
inoculagdo do virus em laboratorio, ou ainda com
a possibilidade de transmissdo transovariana do
virus, observada para algumas espécies do género e
importante para a manuten¢ao do virus na natureza.

Outra espécie com importante papel no
ciclo da FAS ¢ Hg. leucocelaenus que, como Hg.
Jjanthinomys, apresenta ampla distribui¢do na América
Central e do Sul. Komp (1938) reportou que duas
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formas de Hg. leucocelaenus existem no Panama,
e mais tarde, Galindo et al. (1952) confirmaram as
observacdes de Komp. Esses autores sugeriram que
Hg. leucocelaenus ¢ composta por um complexo
de cinco morfotipos, distribuido da Costa Rica até
o oeste da América do Sul, na Argentina. Zavortink
(1972) observou que a populagio de Hg. leucocelaenus
do nordeste da Argentina formam um grupo com
caracteristicas morfoloégicas que o distingue de
outras populagdes americanas da mesma espécie. E
mais recentemente, Alencar et al. (2005) analisando
seis populagdes dessa espécie oriundas do Mato
Grosso, Goias (trés populagdes, sendo uma delas na
regido da Hidrelétrica de Corumba, municipio de
Caldas Novas), Parana e Rio de Janeiro através de
analises morfométricas, observaram que apenas a
populagao oriunda da Hidrelétrica de Corumba (Goias)
apresentava diferengas significativa em relagdo as
outras cinco.

Pelo fato dos marcadores microssatélites
representam uma ferramenta til para a investigagéo
de problemas taxondémicos, como a delimitagao
de populagdes da mesma espécie, no caso de Hg.
leucocelaenus, eles poderiam ser empregados de forma
associada com estudos morfométricos, por exemplo,
oferecendo, certamente, excelentes resultados. A
identificag@o das diferentes popula¢des dessa espécie
seria importante, visto que populagdes distintas podem
ter seu ritmo da atividade horaria e ao longo das estagdes
do ano influenciados de forma diferenciada pelos
fatores ecoldgicos e climaticos (temperatura, umidade
relativa do ar e pluviosidade). Esta informagao seria
de grande valia para estabelecer periodos com maior
ou menor probabilidade de transmissdo da FAS nas
diferentes regides de ocorréncia de Hg. leucocelaenus.

Pouco se sabe a respeito do comportamento
de oviposicdo de Haemagogus em condigdes de
campo. Os imaturos usualmente se desenvolvem em
ocos de arvores e bambus cortados, muitas vezes
localizados em clevadas alturas, o que torna muito
dificil a obtenc@o de quantidades apreciaveis de formas
imaturas. Associado a isso, existe outra dificuldade,
observar a fémea durante a atividade de oviposigao.

O emprego de métodos indiretos com
abordagem genética, no caso, marcadores moleculares
altamente polimorficos, como os microssatélites,
permite associar o parentesco das larvas do mesmo
e de diferentes criadouros bem como os adultos.
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Para facilitar e amplificar a obtengdo de imaturos
de Haemagogus, armadilhas para postura s3o uma
excelente alternativa, pois ja vém sendo usadas com
sucesso para obter material de Hg. equinus (Fay
& Eliason, 1966) ¢ Hg. janthinomys (Alencar et
al., 2004). Assim, seria possivel obter importantes
informagoes a respeito do padrao de distribui¢@o das
posturas e estabelecer os fatores relativos ao potencial
criadouro que influenciam na oviposi¢do. Relacionar
larvas irmds de diferentes criadouros também
permite, de modo indireto, estabelecer a capacidade
de dispersdo das fémeas no interior das matas e obter
informagoes, por exemplo, se espécies de atividade
acrodendroéfilas como Hg. janthinomys, podem, em
uma mesma postura, distribuir seus ovos em criadouros
proximos ao solo e dossel.

Apesar do empenho necessario para o
desenvolvimento prévio dos microssatélites, esse
marcador possibilitaria que estudos envolvendo a
biologia e dindmica populacional de Haemagogus,
como os citados anteriormente, se dessem de forma
mais rapida e facil, ndo exigindo conhecimento
aprofundado de biologia molecular por parte do
analista nem equipamentos sofisticados de laboratorio.
Isso faz com que os microssatélites se destaquem entre
os marcadores moleculares, por serem de simples
execugdo, apresentarem alta resolugdo em matriz de
poliacrilamida e necessitarem pequenas quantidades
de DNA. Sem duvida, esse marcador representa
uma metodologia interessante para um melhor
entendimento de diversos fatores relacionados aos
vetores e, conseqiientemente, ao ciclo da FAS.
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Aplicacion de marcadores microsatélites para
el estudio de Culicidae (Diptera): una revision
con especial referencia a Haemagogus

RESUMEN

Los marcadores moleculares microsatelitales
se caracterizan por su neutralidad, alto polimorfismo
y elevada abundancia con amplia distribucion en
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el genoma de eucariotas. Su empleo en estudios
relacionados a especies de mosquitos vectores es ideal
para el mapeo genético y fisico, para la identificacion
y discriminacion de genotipos y estudios de genética
de poblaciones. Esta revisidon sintetiza y provee
informacion sobre estudios de mosquitos que utilizan
marcadores microsatelitales y propone nuevas lineas
de investigacion para una mejor comprension de la
biologia y dindmica de transmision del virus de la
Fiebre Amarilla por especies del género Haemagogus.

Palabras clave: Fiebre Amarilla, SSRs, Marcadores
moleculares, Mosquito.

Application of microsatellite markers for the
study of Culicidae (Diptera): a review with
special reference to Haemagogus

SUMMARY

Microsatellite molecular markers are
characterized by neutrality, high polymorphism and
wide distribution with high abundance in the genome
of eukaryotes. Its use in studies related to species of
mosquito vectors is ideal for genetic and physical
mapping, for the identification and discrimination of
genotypes and genetic studies of populations. This
review summarizes and provides information on
studies involving mosquitoes by using microsatellite
markers and suggests avenues of research to better
understand the biology and dynamics of transmission
of Yellow Fever virus by Haemagogus mosquitoes.

Key words: Yellow fever; SSRs; molecular Markers;
mosquito.
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