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SINOPSE

Foi realizado o estudo da variabilidade genética em populacdes de
Anopheles darlingi da regido amazbnica, usando marcadores RAPD.
Elevada variabilidade genética foi encontrada nessas populacdes, sendo
maior em S&o Gabriel da Cachoeira, e menor em Manaus. A estruturacéo
genética mostrou certa diferenciacdo entre as populacdes, porém dentro
das variacdes intraespecificas. Foram analisadas subpopulacbes de
mosquitos capturados no intra, peri e extradomicilio. Os resultados para
esses parametros mostraram que as subpopulagbes do intradomicilio
apresentaram maior variabilidade genética, e a menor foi detectada no
extradomicilio (gado). Apesar de certa diferenciagdo, os dados de
distancia e similaridade genética indicam que as populacdes sdo muito
préximas geneticamente.

Palavras chave: Anopheles darlingi, Genética de populac¢des, RAPD,
Variabilidade genética, Malaria.
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RESUMO

Foram analisadas populaces de Anopheles darlingi procedentes de Manaus, Coari,
S&o Gabriel da Cachoeira e Tabatinga, usando marcador molecular RAPD, com o
objetivo de estimar a variabilidade e diferenciagdo genética entre essas populagdes.
Foram analisadas também populac¢des capturadas no intra, peri e extradomicilio, em
Coari e Manaus, entre os horérios de 17:00 h e 05:00 h, nos meses de janeiro e
julho de 2006. Nas analises estatisticas utilizou-se o Programa TFPGA, para
Marcadores Dominantes. Os resultados da variabilidade genética foram elevados
nas quatro populagcdes desses mosquitos, sendo maior em S&o Gabriel da
Cachoeira (P= 97,37%; He= 0,3202), e menor em Manaus (P= 78,94%; H.= 0,2741).
O teste de qui-quadrado foi significativo (x?>= 1589,5700; GL= 304; P < 0,001). A
estrutura genética foi testada com base no método 6, sendo o valor de Fst (Fst=
0,0851 * 0,0075) significativo, indicando uma estruturacdo microgeografica,
decorrente de alguma reducdo no fluxo génico. O indice de consisténcia do
“bootstrapping” para 1000 replicacdes foi de 95%. A distancia genética entre as
populacdes foi baixa (D= 0,0095 — 0,0502), sendo menor entre Coari e Tabatinga, e
maior entre Sao Gabriel da Cachoeira e Tabatinga. Apesar dessas duas ultimas
apresentarem maior distancia genética e geografica, os dados ndo mostraram clara
relacdo com o Modelo de Isolamento por Distancia (IBD), pois Coari e Tabatinga
revelaram maior similaridade genética, no entanto, a menor distancia geogréfica foi
entre Manaus e Coari. A analise da variabilidade genética, com base nos padrbes da
atividade de picar do mosquito, mostrou que 0S mosquitos capturados no
intradomicilio apresentam maior variabilidade genética, onde o polimorfismo e a

heterozigosidade média esperada foram maiores em ambas as populacdes (Coari:
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P= 84,86% e He= 0,3069; Manaus: P= 78,94% e H.= 0,2741). O teste de qui-
quadrado para esses parametros foi significativo (x’= 695,8958; GL= 304; P <
0,001). A andlise da estrutura genética também mostrou valor de Fsr significativo
(Fst= 0,0775 + 0,0072). A distancia genética entre as populagdes foi baixa. Para
Manaus, a distancia entre as subpopula¢des do intra e do peridomicilio foi 0,0004,
havendo certa homogeneidade entre as mesmas. Para Coari, as distancias foram
um pouco maiores, sendo a maior entre a do extradomicilio (gado) e a do
intradomicilio (D = 0,0296), e a menor entre a do intradomicilio e a do peridomicilio
(D= 0,0081). Os dados como um todo mostraram elevada similaridade genética
entre as populacdes analisadas, apesar de certa estruturacao genética observada. A
maior variabilidade genética encontrada no intradomicilio, nas populacdes de Coari e
de Manaus, indica uma maior plasticidade genética, e assim, talvez possa conferir

maior adaptabilidade dessas as mudancas ambientais.
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ABSTRACT

Anopheles darlingi populations from Manaus, Coari, Sdo Gabriel da Cachoeira and
Tabatinga were analyzed by using the RAPD molecular marker, for the purpose of
assessing the genetic variability and differentiation between them. Populations
captured indoor and outdoor (around the house, corral) were also analyzed in Coari
and Manaus, between 17:00h and 05:00h, in January and February of 2006. Genetic
variability findings were high for mosquito’s four populations, showing it to be higher
in S8o Gabriel da Cachoeira (P= 97.37%; He= 0.3202), and lower in Manaus (P=
78.94%; He= 0.2741). The chi-square test was significant (x?= 1589.5700; GL= 304;
P < 0.001). The genetic structure analysis showed significant Fst value (Fst= 0,0851
+ 0,0075), indicating a reduced gene flow between populations. The “bootstrapping”
consistency index for 1000 replicates was 95%. The genetic distance between
populations was low (D= 0.0095 — 0.0502), showing to be lower between Coari and
Tabatinga, and higher between Sao Gabriel da Cachoeira e Tabatinga. Despite the
latter presenting higher genetic and geographic distance, data showed no clear
relation with the Isolation by Distance Model (IBD), since Coari and Tabatinga
revealed higher genetic similarity; however the lower geographic distance was
between Manaus and Coari. Genetic variability analysis based on mosquito biting
activity patterns, showed mosquitoes captured indoors presented highest genetic
variability, where the polymorphism and expected heterozygosity were higher in both
populations (Coari: P= 84.86% e H.= 0.3069; Manaus: P= 78.94% e H.= 0.2741).
The chi-square test for the parameters was significant (x*= 695.8958; GL= 304; P <
0.001). Genetic structure analysis also showed a significant Fst value (Fst= 0.0775 *
0.0072). The genetic distance between populations was low. For Manaus, the
genetic distance between indoor and outdoor sub-populations was 0.0004, there
being certain homogeneity among them. For Coari, the genetic distances were
slightly higher, the highest being that between the outdoor (cattle) and the indoor (D=
0.0296), and the lowest between the indoor and the outdoor (D= 0.0081). As a whole,
the data showed high genetic similarity between the analyzed populations, despite
the little genetic structuring found. The highest genetic variability found the indoor, in
the Coari and Manaus populations, indicates a higher genetic plasticity, and so it
might confer them highest adaptability to the changes occurring in the environment.
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| - INTRODUCAO

I.1. Consideracdes gerais sobre Anopheles darlingi

Anopheles darlingi Root, 1926 é considerado o principal vetor da
malaria humana no Brasil, sendo o transmissor em praticamente todo o interior
do pais (DEANE et al.,, 1948). Esta classificado na ordem Diptera, familia
Culicidae, género Anopheles, subgénero Nyssorhynchus. Apresenta pequeno
ou medio porte, com tarsos posteriores Ill a V completamente brancos ou

apresentando pequeno anel escuro basal nos tarsdmeros (FARAN, 1980).

A espécie A. darlingi foi primeiramente descrita por Root, em
1926, no Rio de Janeiro, Brasil. Entretanto, a descricdo de Root foi incompleta
e baseada em comparagbes com Anopheles albitarsis. Posteriormente, Galvao
et al. (1937) descreveram a variedade paulistensis, coletada perto de S&o
Paulo, com base em compara¢des com material coletado no Novo Oriente. As
variacbes encontradas nas fémeas adultas, genitalia dos machos e ovos tém
sido consideradas variacdes normais dentro da espécie, sendo a variedade

paulistensis sinonimizada como A. darlingi por Causey et al. (1942).

Esse mosquito possui ampla distribuicdo geografica, ocorrendo
desde o sudeste do México ao norte da Argentina, e do leste dos Alpes andinos
até a costa atlantica da América do Sul (FORATTINI, 1987). No Brasil, foi
encontrado em quase todos os Estados, com excecdo de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (FERREIRA, 1964).

A. darlingi utiliza corpos d’agua onde existe pouca correnteza

para o desenvolvimento de suas larvas e pupas. Seus criadouros sao de aguas



profundas, limpas, pouco turvas e ensolaradas ou parcialmente sombreadas,
onde suas formas imaturas habitam as margens, escondidas entre a vegetacéo
emergente ou flutuante e os detritos vegetais caidos na superficie liquida.
Estes criadouros séo utilizados, indiscriminadamente, durante todo o ano e, por
serem permanentes, funcionam como focos de resisténcia durante a estacao
mais seca. Contudo, durante a estacdo chuvosa, A. darlingi pode empregar
uma grande variedade de colecdes liquidas de tamanho e profundidade
menores, tais como: valas, pocas e impressdes de patas de animais (CONSOLI

& LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Analisando a dinamica da populacdo de uma area endémica de
malaria no Estado do Amazonas, durante um ciclo anual, Hayes & Charlwood
(1980) observaram um aumento da populacao e maior incidéncia de malaria na

estacao seca.

Estudos realizados com populagdes de A. darlingi provenientes
dos rios Solimbes, Negro e do lago Coari mostraram diferencas na densidade
desse mosquito. No rio Solimdes, um rio de agua branca, existe uma alta
incidéncia de espécies de culicideos. O indice de mosquitos por hora picando o
homem é alto e os dados mostram que o género Mansonia € altamente
frequente, sendo A. darlingi o de menor densidade. No rio Negro, assim como
no lago Coari, ambos de agua preta, a incidéncia de A. darlingi foi bastante
elevada, representando 99% dos anofelinos em contato com o homem. Esses
resultados indicam que existe um risco maior de transmissdo da maléaria nas
comunidades que ficam ao longo dos rios de agua preta (TADEI et al., 2003).

Esta espécie € considerada a mais antropofilica e endofagica

dentre as dos anofelinos das Ameéricas (ARRUDA et al., 1986; FORATTINI,



1987; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al.,, 1989). Estudos realizados em
diferentes localidades da Amazobnia revelaram que esse mosquito apresenta
um padrao de atividade de picar que se estende por toda a noite. Um padréo
bimodal também foi constatado, com dois picos de atividade, sendo um muito
intenso no inicio da noite e outro menor ao amanhecer (TADEI et al., 1984).
Ainda em relacéo a este parametro, Tadei (1993) relatou que a atividade pode
sofrer modificagdes em sua intensidade, no inicio da noite, de acordo com o

periodo de inverno e verao.

Outros dados sobre o padrdo de atividade de picar mostraram
que A. darlingi costuma atacar o homem no intradomicilio, nas horas mais altas
da noite. Em éareas onde as habitacbes sao borrifadas internamente com
inseticidas, também pode atacar o homem, em elevada densidade, no
peridomicilio, nas primeiras horas da noite. Ha areas do pais, que
correspondem a minoria, onde A. darlingi pode ser preferentemente exéfago.
De qualquer modo, nas areas onde ocorre, € 0 anofelino mais frequiente dentro

do domicilio (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Segundo Tadei et al. (1993), os niveis de exofilia e endofilia sdo
parametros relevantes nos estudos das populacdes de anofelinos. Em locais
nos quais predominam a exofilia, 0 uso de inseticida borrifado no interior das
residéncias exerce pouca acdo, devido a falta de contato com os mosquitos,

necessitando a implementacao de outras medidas de controle.

Apesar de A. darlingi ser o principal transmissor de malaria na
maior parte do territorio oriental da América do Sul, é relativamente reduzido o

namero de observagbes mais recentes, sobre a biologia, a genbmica e a



protedmica desse mosquito. Varios autores tém apontado para a variabilidade
geografica do seu comportamento. A antropofilia, a exofilia, € mesmo o ritmo
nictemeral, tém revelado variacfes regionais, em maior ou em menor grau

(GIGLIOLI, 1956; CHARLWOOD & HAYES, 1978).

Por causa das variacbes comportamentais e ecoldgicas,
acreditou-se que A. darlingi ndo seria uma espécie, e sim um complexo de
espécies cripticas. Linthicum (1988), analisando popula¢gbes de A. darlingi
coletadas por toda a sua distribuicdo geografica, encontrou pouca variacdo
morfologica interpopulacional. Portanto, essa espécie foi definida como um
subgrupo monotipico e fazendo parte da se¢do Argyritarsis. Entretanto, uma
recente analise filogenética (DANOFF-BURG J.A., CONN J.E., dados néo
publicados) usando dados moleculares e morfologicos sugeriu que a secéo
Argyritarsis € parafilética com respeito & se¢édo Albimanus e A. darlingi tem sido
colocada como categoria basal no subgénero Nyssorhynchus (MANGUIN et al.,

1999).

Alguns trabalhos usando marcadores genéticos também
indicaram que A. darlingi ndo € um complexo de espécies cripticas. Entretanto,
muitos estudos ainda sdo necessarios para se ter uma melhor compreensao da
complexidade comportamental exibida por esse mosquito (MANGUIN et al.,

1999).

Espécies cripticas podem ser definidas como aquelas que
apresentam caracteristicas morfologicas idénticas ou semelhantes, de modo a
dificultar a sua identificacdo, sendo o conjunto dessas espécies denominado de

complexo (COLLINS & PASKEWITZ, 1996).



No género Anopheles, assim como em outros géneros (Aedes,
Culex), foram descritos complexos de espécies cripticas e o reconhecimento
dos membros desses complexos se reveste de grande importancia na
epidemiologia, pois permite conhecer o papel de cada uma na transmissao da

malaria (TADEI, 1993).

Durante as primeiras décadas do século XX, os esfor¢cos para
entender e controlar a transmissdo da malaria levaram a uma importante
descoberta: ficou evidente que o principal vetor dessa doenca na Europa,
Anopheles maculipennis, ndo era uma espécie monotipica, mas sim um
complexo de varias espécies com caracteristicas morfoloégicas de dificil
distincdo (COLLINS & PARKEWITZ, 1996). Esta descoberta, combinada com
as demonstracdes subsequentes de que varias diferencas sdo encontradas
entre estas espécies cripticas, com relacéo a ecologia, a distribuicdo geografica
e as preferéncias por hospedeiros, esclareceu o fenébmeno do anofelismo sem
malaria, que tem sido observado em varias regiées do mundo, inclusive em
estados do Brasil. Contribuiu também para o desenvolvimento de estratégias
mais efetivas e racionais para o controle e erradicacdo dessa enfermidade

(MARELLI, 2000).

Outro exemplo de diferenciacdo em populacdes de Anopheles foi
verificado em Anopheles quadrimaculatus, uma espécie neartica do complexo
Maculipennis, que mostra ampla distribuicdo geografica em parte da regiao
oriental dos Estados Unidos. Estudos sobre hibridacdo de populagdes, anélise
dos cromossomos politénicos e variabilidade isoenziméatica revelaram tratar-se

de um complexo, sendo identificadas, até o momento, quatro espécies: A e B



(LANZARO et al., 1988; KAISER et al., 1988a), espécie C (KAISER et

al.,1988b; NARANG et al.,1989a) e espécie D (NARANG et al.,1989b).

Analisando vérias espécies do complexo Anopheles culicifacies,
na india, Subbarao et al. (1998) encontraram diferencas na resisténcia ao DDT
(diclorodifeniltricloroetano). Nesse caso, a resisténcia ao DDT foi associada,
principalmente, a um dos membros, denominado de espécie B, que nédo é

considerado um eficiente vetor de malaria nessa regiao.

Estes exemplos ilustram a necessidade da caracterizacdo das
espécies de populacdes locais em projetos de controles de vetores. A
elucidacao taxondmica desses complexos podera ajudar a resolver problemas
na epidemiologia da transmissdo da malaria ou nas medidas de controle, ja que
diferentes espécies dentro de um complexo exibem diferencas na ecologia,
podendo apresentar variacbes quanto a capacidade vetorial e a resposta a

medidas de controle (WHITE, 1982).

[.2. Aspectos gerais da malaria na regido amazonica

A malaria € uma doenca parasitaria causada por protozoarios do
género Plasmodium, que podem ser transmitidos ao hospedeiro vertebrado
pela picada do mosquito fémea do género Anopheles. Na sua forma tipica,
caracteriza-se por acessos de febre com intervalos de 24, 48 ou 72 horas. A
forma mais virulenta € causada pela espécie Plasmodium falciparum, que se
ndo for tratada, pode ser fatal em individuos ndo imunes. A outra espécie,

Plasmodium vivax, ndo é usualmente letal, mas pode se manifestar no mesmo



individuo apos trés anos de aquisicdo da infeccdo por causa das formas

resistentes presentes no figado (SWEENEY, 1999).

A doenca é também conhecida por febre terca, febre quarta, febre
paludica, sezdo, impaludismo, febre palustre, maleita, paludismo, febre dos
pantanos, febre do brejo e febre romana. Vale ressaltar que o home malaria
surgiu por se achar que fosse decorrente do ar contaminado — “mal ar”, pois no
inicio do aparecimento da doenca ndo se sabia da existéncia do agente
etiologico, que foi descoberto somente em 1880 por Charles Alphonse Laveran,
e nem do papel do mosquito fémea do género Anopheles como vetor,
descoberto oito anos mais tarde por Patrick Manson e Ronald Ross (NEVES,

1988; LITSIOS, 1996).

De todas as afecc¢fes consideradas endémicas, nenhuma marcou
a vida humana como a malaria, fazendo vitimas ao longo dos séculos, até mais
que todas as grandes epidemias de peste, de colera e de variola reunidas
(SOURNIA & RUFFIE, 1984). Essa endemia continua sendo uma das principais
parasitoses, causando de 1,5 a 2,7 milhdes de morte por ano, o que
corresponde a 4% da mortalidade total mundial (GUERRANTE &

BLACKWOOD, 1999).

Ela ocorre em maior incidéncia nos paises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento, principalmente, do continente africano, onde se
concentram 90% dos casos anuais. Além dos paises africanos, o Brasil e a
india também apresentam alta incidéncia de malaria (WHO, 1984). O nimero
de casos notificados das Américas em 1997 foi de 1.075.445. O Brasil informou

0 maior numero absoluto de casos, 392.976 (36% do total), o que equivale



quase ao total de toda a sub-regido Andina (Bolivia, Colémbia, Equador, Peru,

Venezuela) com 448.867 (43% do total) (OPS, 1998).

A incidéncia da malaria no Brasil tem aumentado durante anos
recentes, com mais de 630.000 casos reportados em 1999. Assim sendo,
pode-se dizer que a malaria € um dos graves problemas de saude publica no
pais, afetando grande parte da populacdo rural e, consequentemente,
causando grandes prejuizos econdmicos. Quase toda transmissdo de malaria
(mais de 99%) ocorre na bacia amazoénica, habitada por mais de 20 milhdes de
pessoas, representando aproximadamente 12% da populacdo brasileira

(SINGER & CASTRO, 2001).

Nos ultimos 30 anos, a cidade de Manaus experimentou trés
epidemias de malaria. Uma delas teve 0 seu pico maximo durante o ano de
1972, outra, durante o ano de 1993, e a terceira em 1997 (GONCALVES,
1999). De 1990 a 1994 foram diagnosticados 52.040 casos. Em 1996 foram
70.712 (ALECRIM, 1995). Em 1997, foram registrados 94.377. Ja em 1999
atingiu aproximadamente 167.722 casos. Esses resultados demonstram o

indice crescente dessa endemia, principalmente, na area urbana (OPS, 1998).

Neste cenario de aumento da incidéncia da malaria na cidade de
Manaus, e consequentemente, no Estado do Amazonas, destaca-se como fator
preponderante a malaria urbana, um evento muito freqiente nas ultimas
décadas. O intenso fluxo migratério das populacdes do interior para as areas
periféricas dos povoados e cidades contribuiu fortemente para um impacto

maior da infecgdo malérica (TADEI, 2001).



Segundo Tadei (1993), os dados da literatura possibilitaram
verificar que existem problemas basicos na biologia de anofelinos brasileiros
que precisam ser conhecidos em maior profundidade, os quais constituem

parametros relevantes no controle da malaria. Destes, vale ressaltar:

e conhecimento da morfologia no sentido de definir espécies ou
complexos de espécies que mostrem variabilidade, em diferentes areas
de ocorréncia, e o nivel de diferenciacdo interpopulacional;

» aspectos adaptativos das espécies face as alteracdes ambientais, em
areas de assentamentos e de grandes projetos, na regido amazonica;

* acolonizacdo em laboratorio das espécies de anofelinos brasileiros;

* a biologia reprodutiva das populagcbes evidencia que a importancia
epidemiologica das populacbes esta correlacionada a aspectos
reprodutivos.

* 0s padrdes comportamentais das espécies que sdo relevantes, pois,
além de estarem interrelacionados com as popula¢cdes humanas, podem
nortear sensivelmente as medidas a serem adotadas para evitar o
contato homem/vetor;

e a continua aplicacdo de DDT na regido amazonica, em um periodo
superior a duas décadas, constitui um parametro que necessita ser
avaliado. Este fator seletivo, correlacionado a variabilidade genética das
populacbes de A. darlingi, leva a reestruturacdo das populacdes
naturais, com predominancia de variantes genéticas adaptadas a estas
novas condi¢cdes. Embora evidéncias para a resisténcia fisioldégica aos
inseticidas ndo tenham sido verificadas, ja existem registros de

resisténcia de comportamento.
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[.3. Marcadores genéticos RAPD

Por marcador genético define-se todo e qualquer fendtipo
molecular, oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de
DNA (correspondente a regides expressas ou ndo do genoma) (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995). E considerada uma caracteristica qualitativa com
heranca mendeliana simples, facilmente reconhecida e cuja expressao nao é

influenciada pelo ambiente (ALFENAS et al., 1998).

Esses marcadores sao identificados por técnicas especificas e
podem ser empregados nos mais diversos estudos. Dentre elas, tem-se:
Tipagem de Isoenzimas, Cariotipagem de cromossomos politénicos, Analises
de minissatélites e microssatélites, RFLP (Polimorfismo no Comprimento de
Fragmentos de Restricdo), DNA ribossémico (rDNA), DNA mitocondrial
(mtDNA) e RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) (FERREIRA &

GRATTAPAGLIA, 1995).

No estudo de variabilidade genética, um método baseado na
amplificacdo do polimorfismo do DNA usando “primers” (iniciadores) arbitrarios
(RAPD), tem sido bastante utilizado. Essa técnica foi desenvolvida
independentemente por dois grupos nos Estados Unidos, mas Williams et al.
(1990) patentearam a tecnologia. E uma variacéo da técnica de PCR (Reagéo
em Cadeia da Polimerase), caracterizada por utilizar apenas um primer, ao
invés de um par, sendo este arbitrario, que amplifica regides desconhecidas da
molécula de DNA, utilizadas para a verificagdo de polimorfismo genético
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Essa técnica ndo necessita do

conhecimento prévio da sequéncia a ser amplificada, possibilita um maior
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namero de marcadores possiveis de serem mapeados, aumentando a
possibilidade de identificar grupos de ligacdo (linkage) relacionados a
caracteres quantitativos (Quantitativ Traci Locus-QTL’s) (WILLIAMS et al.,

1990). Além disso, ela permite:

» A andlise da estrutura e diversidade genética em populages naturais,
em populacdes de melhoramento e bancos de germoplasma;

» O estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes
espécies;

» A construcdo de mapas genéticos (RAFALSKI et al., 1991; CAETANO-

ANNOLES et al., 1991; WILLIAMS et al., 1993).

A estratégia é utilizar um oligonucleotideo de 10-15 bases, como
iniciador para amplificar o DNA gendmico, empregando a reacdo em cadeia da
polimerase (desnaturacéo, anelamento e  extensdo  enzimatica)

(KAMBHAMPATI et al., 1992).

Para que haja amplificacdo, é necessario que a sequéncia
nucleotidica reconheca um sitio de homologia em uma das fitas com a mesma
sequéncia, porém com orientacdo invertida na outra fita da molécula de DNA
dentro do intervalo limite da PCR — 4 Kilobases (Kb). Os oligonucleotideos
dispostos nas extremidades da sequéncia a ser amplificada fornecem a
extremidade 3’ livre para a atuacdo da DNA Polimerase. A reacdo é aquecida a
90 - 95°C, para permitir a desnaturacdo dos oligonucleotideos aos sitios
apropriados no DNA molde. Sofre um resfriamento entre 36 - 42°C para permitir
o anelamento dos oligonucleotideos, que irdo se ligar nas fitas originais de

DNA e também nas sintetizadas nos ciclos anteriores. E, por ultimo, sofre um
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resfriamento de aproximadamente 72°C para o ciclo de extensdo final

(WILLIAMS et al., 1990).

Em funcdo da grande quantidade de DNA produzido pela reacéo,
0s segmentos podem ser visualizados diretamente na forma de bandas num
gel de eletroforese. A eletroforese é geralmente conduzida em gel de agarose e
a visualizacdo é feita com brometo de etideo, em Iluz ultravioleta

(KAMBHAMPATI et al., 1992).

A natureza molecular do polimorfismo RAPD né&o é inteiramente
conhecida. Entretanto, evidéncias experimentais indicam que diferencas de
apenas um par de bases (mutacbes de ponto) sdo suficientes para causar a
nao complementaridade do primer com o sitio de iniciacdo, e assim, impedir a

amplificacdo de um segmento (WILLIAMS et al., 1990).

Outras fontes de polimorfismo podem incluir delecdes de sitios de
iniciacdo ou insercdes que colocam dois sitios de iniciagdo adjacentes a uma
distancia acima daquela que permite a DNA Polimerase percorrer (< 4000
pares de bases - pb). Assim, o polimorfismo genético detectado pelos
marcadores RAPD tem natureza binaria, isto €, o segmento amplificado (banda

no gel) esta presente ou ausente (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995).

Uma caracterizacdo fundamental dos marcadores RAPDs é o fato
deles se comportarem como marcadores genéticos dominantes. Dominancia,
nesse caso, nao se refere ao conceito classico da interagdo génica entre os
alelos de um mesmo loco, e sim puramente do ponto de vista da interpretacéo
relativa entre o genétipo e o fenétipo de um individuo. Portanto, ao se observar

uma banda RAPD no gel, ndo é possivel distinguir se aquele segmento se
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originou a partir de uma ou de duas coépias da sequéncia amplificada

(PUTERKA et al., 1993).

I.4. Andlise da variabilidade genética em populacbe s de

anofelinos

Uma espécie é formada por populacdes espalhadas por sua area
de distribuicdo geografica. Uma populacdo é um conjunto de individuos
pertencentes & mesma espécie e que convivem em uma area geografica de
tamanho suficientemente restrito, para que qualquer desses individuos tenha a
chance de se cruzar com qualquer outro do sexo oposto. Os individuos de uma
espécie raramente se distribuem homogeneamente no espaco. Quase sempre
formam agregados, bandos, colénias ou outro tipo de associacdo, que com o
passar dos anos, pode influenciar na estrutura genética dos mesmos

(ALFENAS et al., 1998).

A variabilidade genética em populacdes naturais € considerada
um fendmeno bioldgico de grande importancia. Isso tem levado os geneticistas
populacionais a investigar métodos para quantificar e explicar essa
variabilidade em termos de sua origem, manutencdo e importancia para a
evolucdo. Ela € uma condicdo fundamental para que haja evolucédo adaptativa
de uma espécie, uma vez que a selecdo natural atua entre as variantes que
ocorrem dentro das populagbes, em fungdo da adaptagcdo ao ambiente

(HARTL, 1981).

Em muitos locos, as frequéncias alélicas diferem de uma

populacao para a outra, de modo que a variagdo resultante de alelos novos que
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surge dentro de determinada populacdo, num dado periodo de tempo, se

transforma em variacéo entre populacdes (FUTUYMA, 1992).

Os estudos sobre a variabilidade genética em mosquitos
mostraram que neste grupo de insetos o0s niveis de polimorfismos e
heterozigosidades médias sdo bastante heterogéneos. Entre os diferentes
géneros de mosquitos existentes, os mais estudados sdo: Anopheles, Aedes e
Culex, em decorréncia de sua importancia médica como vetores de doengas,

bem como, pela sua complexa posicao taxonémica (SANTOS, 1992).

Bianchi (1968) e Bianchi & Pirodda (1968) utilizaram uma
fosfatase alcalina como marcador genético para diferenciar espécies do género
Anopheles pertencentes ao complexo maculipennis. Esses estudos mostraram
bastante eficiéncia ndo sO para diferenciar mosquitos desse género, como
também para diferenciar insetos dos géneros Aedes (MATTHEWS &

MUNSTERMANN, 1983) e Culex (URBALENNI & BULLINI, 1985).

Outro importante trabalho em populacdes de anofelinos foi o
realizado por Bianchi & Chessa (1970), que utilizaram o sistema enzimatico
xantino desidrogenase (XDH) em Anopheles atroparvus. A partir dessa época
diversos sistemas enziméaticos em populacdes de Anopheles tém sido
analisados, com a finalidade de avaliar o grau de variacdo inter e

intrapopulacional e identificar a presenca de possiveis espécies cripticas.

Analisando os sistemas enzimaticos de varias espécies do género
Anopheles, Souza (1980) constatou que a maioria deles é decorrente de
heranga autossomica codominante. Entre as diferentes enzimas, as esterases

sdo as mais estudadas em mosquitos, possivelmente, por serem mais
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polimorficas, por hidrolisarem varios substratos, por serem usadas como
marcadores genéticos no estudo das mudancas que ocorrem durante a
ontogenia (BRIEGEL & FREYVOGEL, 1971; BRIEGEL, 1972; VEDBRAT &
WHITT, 1975; SANTOS, 1979; SANTOS et al., 1985) e por suas relacées com
a resisténcia a inseticidas organofosforados (PASTEUR & SINEGRE 1975;

SOUZA, 1980).

Narang et al. (1979a; 1979b), analisando locos enzimaticos em
trés espécies do género Anopheles, verificaram que o grau de variabilidade
genética é diferente de loco para loco, sendo A. aquasalis e A. nuneztovari
mais polimorficas que A. darlingi, apesar desta apresentar maior identidade
genética com A. aquasalis (I = 0,624) do que com A. nuneztovari (I = 0,497).
Esse estudo foi feito com 19 locos enzimaticos para a primeira espécie, 26 para

a segunda e 26 para a terceira.

Wilkerson et al. (1995), estudando populacdes de A. albitarsis
procedentes do Paraguai, Argentina, Brasil e Venezuela, com base na analise
de RAPD-PCR, identificaram quatro espécies diferenciadas geneticamente,
denominadas A, B, C e D. Nesse estudo foi proposto que a espécie A
provavelmente, seria A. albitarsis sensu stricto, pois foi a Unica espécie
coletada em Baradero (Argentina), localidade tipo de A. albitarsis, e além disso,
a morfologia das amostras estava de acordo com a redescricdo da espécie. A
espécie C seria A. marajoara, coletada na llha de Maraj0, a localidade tipo da
espécie. A espécie D exibiu caracteres morfologicos de A. deaneorum. E a

espécie B nao pode ser relacionada a nenhuma outra descrita.
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No sentido de aumentar o conhecimento molecular em anofelinos,
Dimopoulos et al. (1996) desenvolveram um mapa genético integrado de
Anopheles gambiae, usando RAPD-PCR e Sequéncias de Sitios Alvo (STSs), e
compararam esse com as bases de dados ja existentes para essa espécie.
Nesse estudo, foram obtidas 36 bandas RAPDs, nomeadas R1 a R34 e R36 a
R37, que foram clonadas e geraram 34 STSs. Quando comparado com as
bases de dados BLAST e SWISSPROT ndo houve significancia entre os
resultados, revelando a insuficiéncia dos dados das sequéncias de A. gambiae

existentes.

Analisando a regido ITS2 do DNA ribossbmico de dezesseis
espécies do género Anopheles, com a finalidade de identificar individuos muito
semelhantes morfologicamente, Marelli et al. (2005) verificaram dois distintos
grupos de espécies pertencentes a dois subgéneros, Anopheles e
Nyssorhynchus. O comprimento da regido ITS2 variou de 323 a 410 pares de
bases, com conteddo GC variando de 50.7% a 66.5% e identidade de
sequéncia de 25% a 99%. As espécies pertencentes ao subgénero Anopheles
foram: A. eiseni, A. mattogrossensis, A. mediopunctatus e A. peryassui. As
espécies pertencentes ao subgénero Nyssorhynchus foram: A. albitarsis, A.
aguasalis, A. benarrochi, A. braziliensis, A. darlingi, A. deaneorum, A. dunhami,
A. evansae, A. nuneztovari, A. oswaldoi, A. rangeli e A. triannulatus. Para este
altimo subgénero, a arvore que redne grupos proximos, gerada a partir da
relacdo da sequéncia ITS2, € compativel com a chave de taxonomia

morfoldgica estabelecida para espécies amazonicas.

Os primeiros registros sobre a variabilidade cromoss6mica de A.

darlingi foram realizados por Guedes et al. (1957) e Schreiber & Guedes (1960;
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1961). Esses autores assinalaram a ocorréncia de duas inversées em um dos
cromossomos politénicos, no estado heterozigoto, de material procedente da

regido de Bocaiuva (MG).

Outro importante estudo sobre a variabilidade genética da
espécie foi feito por Kreutzer et al. (1972). Foram estudados cromossomos
politénicos de duas populacbes brasileiras de A. darlingi, sendo uma da
Amazbnia e outra do sul do pais, os quais identificaram nove inversdes
independentes e um arranjo complexo. Esses resultados indicaram que a
populacdo do norte € altamente polimoérfica quando comparada com a
populacdo do sul, sendo que essa ultima fixou determinados arranjos com

reduzido polimorfismo.

Analisando o polimorfismo cromossomico de populacbes de A.
darlingi da BR-174 (Manaus/Boa Vista), Tadei & Santos (1982) detectaram
doze arranjos para essa espécie. A analise da constituicdo cromossémica
evidenciou que nenhuma fémea produziu descendentes homozigotos para os
trés pares de cromossomos, simultaneamente. Altas frequéncias de
heterozigotos foram observadas, com valores significativos acima de 50%, e os
resultados foram interpretados como indicativos de uma adaptabilidade maior

dos heterozigotos, em relagdo a heterogeneidade ambiental.

Rafael & Tadei (1998; 2000) estudando cariétipos metafasicos de
células ganglionais cerebrais e bandeamento C de duas populacdes de A.
darlingi da Amazb6nia encontraram diferencas quanto a constricdo secundaria
dos cromossomos. A populacdo de Manaus apresentou diferengca no

cromossomo |l e a de Macapa no cromossomo Ill. Duas formas de
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cromossomo X foram observadas, X1 — marcado em cerca de 1/3 a partir do
centrbmero e o X2 — com marcacdo apenas centromérica. O padrédo de
marcacao dos blocos heterocromaticos dos cromossomos sexuais e da regiao

centromérica dos autossomos mostrou apenas variacao intra-especifica.

Santos (1979) e Santos et al. (1985) trabalhando com o
polimorfismo enzimatico de A. darlingi, realizado com esterases em populacdes
da BR-174 (Manaus/Boa Vista), obtiveram um perfil eletroforético complexo e
modificacdes na expressao génica dessa espécie durante o desenvolvimento

ontogenético.

Andlises feitas em quatro popula¢des da Amazoénia de A. darlingi,
baseadas em 19 locos enzimaticos, mostraram que as populacdes sdo muito
semelhantes geneticamente, mas que apresentam certa diferenciacao genética
intrapopulacional maior do que a interpopulacional, resultante do excesso de
individuos homozigotos, dentro de cada populacdo (SANTOS, 1992; SANTOS
et al., 1996). No entanto, pequena divergéncia interpopulacional foi obtida por
Freitas-Sibajev et al. (1995) na populacdo de Manaus comparada com trés
outras populacbes da Amazobnia e duas do sudeste brasileiro, num estudo
baseado em sitios de restricio do DNA mitocondrial e caracteres morfologicos.
Nesse estudo, a divergéncia nucleotidica (0,011 - 0,019) mostrou-se dentro do
limite inferior de distancia genética interespecifica reportado para membros do
complexo Anopheles quadrimaculatus (MITCHELL et al.,, 1992). Essas
diferencas tém levado alguns autores a proporem a hipétese de A. darlingi ser
um complexo de espécies cripticas (CHARLWOOD, 1996; STEINER et al.,

1982).



19

Entretanto, estudos mais recentes baseados em caracteres
morfologicos, isoenzimas, DNA mitocondrial, DNA ribossémico e RAPD, feitos
em populacdes procedentes de Belize, Bolivia, Brasil, Guiana Francesa e
Venezuela, mostraram que A. darlingi € uma espécie monotipica, embora
significante divergéncia genética tenha sido observada na populacdo de Mato

Grosso (Brasil), quando comparada com outras populacdes brasileiras

(MANGUIN et al., 1999).

Uma analise visando selecionar locos polimérficos baseada em
marcadores microssatélites em populagbes de A. darlingi de Capanema
(Estado do Para) revelou o desenvolvimento e a otimizacdo de oito locos.
Estes, apresentaram heterozigosidade média esperada (He) variando de 0,632
a 0,987. Os resultados indicaram que esses locos sdo apropriados para futuras

analises de variabilidade genética populacional (CONN et al., 2001).

Estudando populacdes de A. darlingi provenientes dos Estados
do Amapa, Para e Mato Grosso, usando polimorfismos de microssatélites,
CONN et al. (2006) encontraram valores de heterozigosidade média esperada
e de Fst bastante elevados (He= 0,834; Fst= 0,1841). Os resultados indicaram
diferencas significativas entre as regidbes norte e sul do rio Amazonas,
sugerindo um grau de isolamento genético, atribuido, possivelmente, a

isolamento por distancia.
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I — OBJETIVOS

[1.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a variabilidade genética entre populacdes de A. darlingi,
procedentes de localidades ao longo dos rios Negro e Solimbes (AM),

utilizando marcadores moleculares de RAPD-PCR

I1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar a distribuicio de mosquitos no intra, peri e
extradomicilio;

2. Analisar a variabilidade genética intra, peri e extradomiciliar, e
correlacionar com a capacidade vetorial e a adaptabilidade da espécie;

3. Identificar a presenca de possiveis variantes alélicas que
possam estar separadas por barreiras geograficas (rios Negro e Solimdes);

4. Verificar a funcdo dos rios Negro e Solimdes como agentes
mantenedores e propiciadores da diversidade genética desses insetos na
Amazonia;

5. Determinar os indices de similaridade e distancia genética a
partir do indice de Nei (1978);

6. Determinar o grau de diferenciacdo genética entre as
populacoes;

7. Estimar os niveis de polimorfismo e heterozigosidade média

entre as quatro populagdes do Estado do Amazonas.
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lIl - MATERIAL E METODOS

l11.1. Area de coleta

Foram estudadas populagbes de A. darlingi procedentes de
quatro municipios do Estado do Amazonas (Figura 1): Coari, que esta
localizada a margem direita do rio Solimdes; Tabatinga, que esta localizada a
margem esquerda desse rio; Manaus e Sao Gabriel da Cachoeira, que estao

localizadas a margem esquerda do rio Negro.

o Solinmdes

Tabatinga

Figura 1 — Imagem de Satélite do Estado do Amazonas, destacando as quatro cidades onde
foram feitas coletas de Anopheles darlingi.

FONTE: www.siglab.inpa.gov.br
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[11.2. Obtencdo das Amostras

Para a obtencédo das amostras, os mosquitos foram coletados na
forma alada, entre 18:00 e 24:00 horas, nos meses de janeiro e julho de 2006.
Os espécimes foram capturados com auxilio de aspirador, quando pousaram
nas pessoas para se alimentar. As fémeas foram transportadas para o
Laboratério de Malaria e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) e apds o repasto sanguineo, que foi feito usando um hamster
(Mesocricetus auratus), foram isoladas para postura individual. A identificacéo
de adultos, ovos e larvas foi feita utilizando as chaves de Gorham et al. (1967)

e Consoli & Lourenco-de-Oliveira (1994).

Na manutencdo dos mosquitos em laboratério, foi utilizado o
método descrito em Santos et al. (1981). Cada desova foi colocada em cubas
esmaltadas de 13 cm e 16 cm de diametro, por 6 cm de altura. Em cada cuba,
foram adicionados 450 ml e 500 ml de agua destilada, respectivamente. A troca
de agua foi realizada a cada dois dias. A alimentacdo das larvas foi feita de
acordo com a comumente usada no laboratdrio, que apresenta modificacédo
segundo a metodologia descrita por Rabanni et al. (1976) e Santos (1979). O
alimento foi preparado a base de po de figado e farinha de peixe, na proporcéo
de 1:8, diluidos em 500 ml de 4gua destilada. Esta mistura foi feita no momento
de ser colocada nas cubas, sendo cerca de 2 ml para cada cuba. Em seguida,
uma pequena quantidade (ponta da espatula) de germe de trigo foi também

adicionada as cubas.

Os mosquitos foram criados em um insetario com temperatura

constante de 26°C = 1°C e umidade relativa entre 80% e 90%. Algumas
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desovas, apos a ecloséo das larvas, foram mantidas até atingirem o 4° estadio
larval, e outras foram mantidas até atingirem o estagio adulto. Feito isso, os
espécimes foram mantidos sob congelamento a -70°C até o inicio das analises

moleculares.

Além de estudar linhagens F1 criadas em laboratorio, foram
analisados mosquitos adultos obtidos da propria natureza. Para isso, as
fémeas foram coletadas, a cada 60 minutos, no periodo compreendido entre
14:00 e 06:00 horas, nos meses de janeiro e julho de 2006. Os espécimes
foram capturados com auxilio de aspirador, quando pousaram para se
alimentar nas pessoas e no gado. Foram coletados individuos no curral, no peri

e no intradomicilio de cada ponto de coleta.

A identificacdo dos mosquitos foi feita usando as chaves de
Gorham et al. (1967) e Consoli & Lourengo-de-Oliveira (1994). Cada individuo
foi colocado em tubos eppendorf (1,5 ml) contendo Isopropanol, devidamente
etiquetados com hora e local de coleta. Em seguida, os mesmos foram
transportados para o Laboratério de Malaria e Dengue do INPA, sendo

mantidos em freezer a -20°C até o inicio das analises moleculares.

[11.3. Extracdo do DNA gendmico de linhagens de mos quito

obtidas em laboratério - Protocolo |

Para a extracdo do DNA de linhagens de mosquito obtidas em
laboratorio seguiu-se o protocolo descrito em Wilkerson et al. (1995), com

algumas modificagbes. Foi extraido DNA gendmico de 50 individuos da
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populacdo de Sdo Gabriel da Cachoeira e 50 da populacdo de Tabatinga,

totalizando 100 amostras.

Etapa 1. Foram realizadas extracOes individuais de larvas de 4°
estadio, onde cada larva foi homogeneizada em 50 yL de Tampé&o de Lise - TL
(SDS 1%, Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, EDTA 25 mM, pH 8.0 e NaCl 52 mM) com
auxilio de um bastdo de acrilico, em microtubos do tipo Eppendorf de 1,5 ml.
Em seguida, foram adicionados 100 pL de TL para remover residuos das
paredes do tubo e do bastdo. As amostras foram encubadas a 65°C por 30
minutos em banho-maria. Posteriormente foram submetidas a centrifugacao a
14000 rpm por 30 segundos e entdo foram adicionados 100 uL de Acetato de
Potassio em cada tubo. As amostras foram misturadas em vortex e mantidas
em gelo por 1 hora no refrigerador. Apos esse periodo, foram centrifugadas
novamente a 14000rpm por 10 minutos e os sobrenadantes foram transferidos
para novos tubos Eppendorf de 1,5 ml. Entdo foram adicionados 500 yL de
Etanol (100%) gelado e as amostras foram mantidas a -20°C por 1 hora (ou

“overnight”).

Etapa 2: Posteriormente as amostras foram centrifugadas a
14000 rpm por 30 minutos e descartado o sobrenadante. Adicionou-se ao
precipitado 500 yL de Etanol (70%) gelado e centrifugou-se a 14000 rpm por 10
minutos. Foi retirado novamente o sobrenadante e secado o precipitado em
fluxo laminar. Apdés a evaporacdo do Etanol, os precipitados foram
ressuspendidos em 15 upL de agua Milli-Q autoclavada e estocado em

temperatura a -20°C para posterior quantificagcéo.
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[11.4. Extracdo do DNA gendmico de mosquitos obtido s da

natureza — Protocolo Il

Foi extraido DNA gendmico de 50 individuos da populacdo de
Coari e 50 da populacdo de Manaus, totalizando 100 amostras. Para isso,
também foi utilizado o protocolo descrito em Wilkerson et al. (1995), com

algumas modificacdes, conforme abaixo.

Etapa 1: Foram realizadas extracdes individuais de mosquitos
adultos, onde cada mosquito foi homogeneizado em 50 uL de TL, com auxilio
de um bastdo de acrilico, em microtubos do tipo Eppendorf de 1,5 ml. Em
seguida, foram adicionados 100 pL de TL para remover residuos das paredes
do tubo e do bastdo e 15 pL de solugcéo de Proteinase K. As amostras foram
encubadas a 50°C por 1 hora em banho-maria. Posteriormente foram
adicionados 150 pyL de Fenol em TE (Tris-EDTA). Os tubos foram misturados
em vortex e centrifugados a 14000 rpm por 1 minuto. Em seguida, as fases
aguosas (superiores) foram transferidas para novos tubos e foram adicionados
300 pL de Fenol-cloroféormio-alcool-isoamilico. Os tubos foram misturados
novamente em vortex e centrifugados a 14000 rpm por 1 minuto. Novamente,
as fases aquosas foram transferidas para novos tubos, e estes receberam 600
ML de Cloroférmio-alcool-isoamilico. Os tubos foram misturados em voértex,
centrifugados a 14000 rpm por 1 minuto e as fases aquosas transferidas para
novos tubos. Adicionou-se 120 uL de Acetato de Sédio e 1200 uyL de Etanol
(100%) gelado. Em seguida, as amostras foram mantidas a -20°C por 1 hora

(ou “overnight”).
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Etapa 2: Nessa etapa foram realizados o0s mesmos

procedimentos descritos na etapa 2 do protocolo anterior.

[11.5. Quantificacdo do DNA gendémico

ApoOs a extracdo foi realizada a quantificacdo para verificar a
concentracdo do DNA das amostras, pois normalmente as bases aminadas
encontradas nos acidos nucléicos sdo cromoforos muito fortes que permitem
uma rapida e eficiente quantificacdo desses polimeros em solucdo. As quatro
bases encontradas no DNA absorvem entre 250 a 270 nm, de forma que é
observado um pico em torno de 260 nm em DNA de alta massa molecular

(AZEVEDO et al., 2003).

A quantificacéo foi realizada em espectrofotometro (Gene Quant
Pro-Pharmacia) com os seguintes procedimentos: Adicionou-se 68 uL de agua
Milli-Q autoclavada e 2 uL do DNA (fator de diluicdo 35) na cubeta. Em seguida
foram realizadas as leituras. Para a amplificacdo do DNA a concentracao
considerada otima foi entre 100 a 3000 ng/uL e razdo de 1400 a 2000,

conforme Caccone et al. (1996).

ApoOs a quantificacdo, as amostras foram diluidas em agua Milli-
Q autoclavada para a obtencéo de amostras com uma concentragao final de 10
ng/uL de solugédo. Posteriormente, tanto as amostras puras (DNA estoque)
guanto as diluidas foram mantidas em freezer a -20°C até o inicio da

amplificagéo via RAPD.
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[11.6. Amplificacdo do DNA e Corrida Eletroforética

No presente trabalho foram feitas amplificacdes de 50 amostras
de cada populacao para cada primer, totalizando 2000 amplificacfes. A reacéo
de amplificacdo do DNA de cada individuo foi realizada mediante o protocolo
descrito em Wilkerson et al. (1995), com algumas modificagbes. Foram
utilizadas as amostras diluidas do DNA gendmico em tubo tipo Eppendorf de
0,2 ml com a seguinte composicao:

e 1 pL de DNA;

e 2,5uL de PCR buffer;

e 1,5 puL de MgCly;

e 2,5uL de dNTP;

e 2,5 L de iniciador (primer);

e 0,3 pL de Tag DNA polimerase (Invitrogen);

14,7 puL de &gua Milli-Q autoclavada.

O volume total da reacao foi de 25 pyL. Os tubos foram levados
ao termociclador (marca Eppendorf), programado para realizar 45 ciclos com
0s seguintes perfis de temperatura:

e 1 minuto a 94°C, para desnaturacéo das fitas de DNA;
e 1 minuto a 36°C, para anelamento dos iniciadores (primer);
e 2 minutos a 72°C, para alongamento das fitas sintetizadas;

e 7 minutos a 72°C, para o ciclo de alongamento final.

Os produtos amplificados foram fracionados em gel de Agarose

(1,5%). A eficiéncia da amplificacéo foi verificada mediante a aplicacdo de 12
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ML do produto amplificado de cada reacao e 3 yL de Azul de Bromofenol no gel

(1,5%), e Marcador Molecular (Ladder 100 pb - Invitrogen).

O gel foi submetido a corrida eletroforética por 4 horas, sendo 10
minutos a 70 V e 230 minutos a 120 V. ApGs esse periodo, cada gel foi corado
com Brometo de Etideo (5 ng/uL) e fotografados num aparelho de
fotodocumentacdo de gel, modelo Eagle Eye Il (marca Stratagene), sob luz

ultravioleta de 300 nm de comprimento de onda.

I1.7. Primers

Foram utilizados dez oligonucleotideos — primers (Operon
Technologies Inc. Alameda, CA.), sendo seis baseados nos trabalhos de
Sanguino & Santos (2002), e quatro obtidos a partir de testes realizados em
laboratorio. Para a analise da variabilidade genética com base no
comportamento da atividade de picar do mosquito também foram usados os
dez oligonucleotideos.
Os primers utilizados por Sanguino & Santos (2002) apresentam
as seguintes sequéncias:
AMO1: 5’-CAGGCCCTTC-3’;
AMO5: 5'-GTGACGTAGC-3;
AMO06: 5-GGGTAACGCC-3';
AMO08: 5’-GTTGCGATCC-3’;
AMO09: 5-GGACTGGAGT-3’;

AM20: 5-TGCCGAGCTG-3'.
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Foram feitos testes rapidos com 07 primers do Kit K (OPK-02,
OPK-04, OPK-07, OPK-08, OPK-10, OPK-13 e OPK-16) (Operon Technologies
Inc. Alameda, CA.), visando a selecdo de mais quatro primers. O critério
utilizado para isso foi o padrédo de bandas fortes e claramente distinguiveis das

bandas vizinhas, para evitar ambigtidade. Os primers selecionados foram:

OPKO04: 5’-CCGCCCAAAC-3;;
OPKO7: 5’-AGCGAGCAAG-3’;
OPK10: 5’-GTGCAACGTG-3’;

OPK16: 5’-GAGCGTCGAA-3'.

I11.8. Analise Estatistica

[11.8.1. Frequéncia Alélica

As bandas nos géis corados com Brometo de Etidio foram
analisadas por comparacao, utilizando-se o critério de auséncia e presenca
dessas bandas. Os fragmentos foram selecionados e os tamanhos dos pares
de bases determinados para cada fragmento, de acordo com o Marcador

Molecular (Ladder 100pb - Invitrogen).

Marcadores de RAPD foram tratados como alelos mendelianos
do tipo dominante. Nesse caso, € impossivel a estimativa direta das
freqiéncias alélicas, sendo essas obtidas a partir da raiz quadrada das

frequéncias de bandas ausentes observadas.

Os dados de RAPD sdo de natureza binaria (presenca ou

auséncia de bandas) e a partir das matrizes (binarias) sdo calculados os



30

coeficientes de similaridade. Embora a técnica de RAPD tenha limitacdes,
como a de nao poder identificar gendtipos heterozigotos de homozigotos
dominantes, seu poder de deteccdo de polimorfismo € uma vantagem

significativa para a determinacéo da variabilidade genética.

Para a analise da variabilidade genética das populagbes de A.
darlingi utilizou-se o Programa Tools for Population Genetics Analyses
(TFPGA) na Opcédo — Marcadores Dominantes para Organismos Dipldides
(MILLER, 1997). Nesse caso, cada banda é assumida como sendo um loco. A
presenca da banda representa o alelo dominante. Logo, esta contém os dois
genadtipos (homozigoto dominante e heterozigoto). Por outro lado, a auséncia
da banda representa o genoétipo homozigoto recessivo. Além disso, foi
assumido que as frequéncias genotipicas nos locos RAPD estavam em

equilibrio de Hardy-Weinberg.

[11.8.2. Analise da Estrutura Genética Populacional

O parametro utilizado para medir o grau de fixacdo génica
resultante da endogamia biparental € o coeficiente F, de Wright (1951), definido
como a correlacdo entre os alelos nos gametas que formam um zigoto. O
referido autor utilizou o indice F inicialmente para descrever a endogamia sob
diferentes esquemas de cruzamento. Mais tarde, estendeu esse procedimento
para quantificar a diferenciagdo genética de populacdes, seguindo o nivel

hierarquico de endogamia.

A estatistica F baseia-se na probabilidade de obter o mesmo

alelo por amostragem em uma populagéo dipldide finita com N individuos. Essa
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probabilidade € de 1/(2N). Consequentemente, uma proporcdo 1/(2N) dos
zigotos formados sera portadora de alelos idénticos por descendéncia em cada

loco, em funcéo simplesmente do tamanho efetivo da populacéo.

Wright descreveu o0s seguintes coeficientes de endogamia,

aplicaveis a uma populacédo com um nivel hierarquico de subdivisao:

F = o desvio das frequéncias genotipicas da populacdo em relacdo ao
equilibrio de Hardy-Weinberg. Esses desvios sdo aplicaveis por cruzamentos
ndo ao acaso (compreendendo a endogamia por autofecundacdo, quando esta

for possivel, e a endogamia biparental).

© = o coeficiente de ancestria, representando a probabilidade de que dois
individuos pertencentes a subpopulacdes diferentes possuam um alelo idéntico

por descendéncia (ou seja, proveniente de um ancestral comum).

f = a endogamia, no nivel de individuo (ou seja, a probabilidade de que os

dois alelos presentes no mesmo individuo sejam idénticos por descendéncia).

O coeficiente f apresenta as seguintes propriedades:

f=(F-0)(1L-0)ef=(1-t/(1+1)

sendo t a taxa de fecundacao cruzada na populacdo. Comot=1--s, sendo s o

coeficiente de autofecundacéo, pode-se demonstrar que

f=s/(2-5)

Com esses coeficientes, descreveu-se a variancia genética das

frequéncias alélicas na populacao para locos com dois alelos como
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Var(p)=p(1-p)[O©+ (F-0O)/N + (1 - F)/2N]
e a partir dos coeficientes f, F e © derivou a seguinte relacéo:
(1-Fr)=1-Fsr). (1-Fs)
em que os diferentes valores de F representam, respectivamente,
Fr=F Fis=f Fst=0

Nesse trabalho sera analisado o valor de Fst, que é o indice que
avalia o grau de diferenciacdo das populacées (NEI, 1978). Esses dados seréo
calculados usando o programa Tolls for Population Genetics Analyses (TFPGA)

e a significancia desse coeficiente sera testada por x?. Para isso, os valores de

x? e graus de liberdade serao:

x’=2N(a-1)Fst GL=(a-1)(n-1)
onde,
N = numero de individuos na populacéo
a = numero de alelos por loco

n = numero de subpopulagdes.

111.8.3. Andlise de Distancia e Similaridade Genéti ca entre as

Populacdes

Os valores de similaridade e distancia genética foram obtidos a
partir do indice de Nei (1978), usando o programa Tolls for Population Genetics
Analyses (TFPGA). A similaridade genética se fundamenta na probabilidade de

amostrar alelos idénticos entre duas populagdes, dividida pela probabilidade de



33

amostrar alelos idénticos em cada uma das duas populacdes. E obtida através

da seguinte férmula:

Xy

V(x )

onde x € a frequéncia do alelo A na populacéo x e y a frequéncia do mesmo
alelo na populagédo y. Se duas populagbes x e y sdo monomorficas para o
mesmo alelo, dizemos que a identidade é igual a um. No entanto, quando duas
populacfes x e y sdo monomorficas para alelos diferentes, a identidade é igual
a zero. A distancia genética entre duas populacdes é dada pelo negativo do

logaritmo neperiano da identidade.

D= -1, I

A similaridade segue uma escalade 0 a 1 e a distanciade 0 a

(infinito).

[11.8.4. Analise de Dendrograma

Com base na matriz de distancia e similaridade genética entre
as populacgdes foi construido um dendrograma, mostrando o agrupamento das
mesmas a partir de suas frequéncias alélicas. Para isso, utilizou-se o método
UPGMA (Unweighted Pairing Group Method with Arithmetic Mean) do

programa TFPGA.

Neste método, o critério utilizado para formacgéao dos grupos € a

meédia das distancias entre todos os pares de itens que formam cada grupo,
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como a prépria denominacéo informa. A distancia intergrupo € a meédia das
distancias pareadas dos membros dos dois grupos (ALFENAS et al., 1998).

Algebricamente, a distancia entre os itens i e j, para i # j, € dada por

d ) = min (dy)

A distancia do item K em relacdo ao primeiro grupo formado por i

e j, com k # 1, j, fica definido por

d )k = ¥2 (dik + di)

E a distancia entre dois grupos (ij) e (kl), com i, j # k, |, € dada

por

d )y = Ya (dic+ i+ dic+ dy )

Neste método, as populacbes com menores distancias sao
sucessivamente agrupadas até construir um diagrama hierarquico que
representa a proximidade das diferentes populacbes a diferentes niveis de

distancia genética (MILLER, 1997).
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IV - RESULTADOS

IV.1 Analise descritiva dos locos RAPD

A reacdo em cadeia da polimerase do DNA de A. darlingi, com
um unico primer de sequéncia arbitraria, resultou na amplificacdo de uma série
de fragmentos. Destes, foram selecionados 152 locos (bandas) para a analise
da variabilidade genética, os quais apresentaram peso molecular variando de

aproximadamente 200 a 2300 pb (Tabela 1).

Tabela 1 — Designacao e sequéncia dos primers, nimero de locos e tamanho dos fragmentos
obtidos da amplificacdo do DNA de populacfes de A. darlingi do Estado do Amazonas, usando
RAPD.

Designacao/Sequéncia do Primer  Quantidade de Locos Tamanho dos Fragmentos
selecionados

(Pares de base)

AMO01/5’-CAGGCCCTTC-3’ 15 400, 500, 700, 800, 900, 950, 1050, 1100,
1150, 1500, 1650, 1750, 2100, 2200 e 2300
AMO05/5’-GTGACGTAGC-3 18 400, 480, 520, 600, 700, 780, 850, 900,

1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1700, 1900,
2000, 2100 e 2300

AMO6/5'-GGGTAACGCC-3' 14 370, 430, 570, 600, 650, 700, 780, 870, 900,
1020, 1050, 1300, 1700 e 2000

AMO08/5’-GTTGCGATCC-3’ 18 400, 480, 520, 600, 650, 700, 800, 850, 900,
950, 1000, 1050, 1180, 1300, 1500, 1750,
1900 e 2072

AMO09/5’-GGACTGGAGT-3' 14 200, 400, 520, 600, 700, 760, 800, 1100,
1160, 1200, 1300, 1750, 2072 e 2200

AM20/5’-TGCCGAGCTG-3' 21 300, 400, 480, 520, 570, 700, 760, 850, 900,

1000, 1050, 1100, 1200, 1250, 1300, 1400,
1470, 1530, 1750, 1900 e 2100

OPKO04/5’-CCGCCCAAAC-3 14 580, 600, 640, 700, 800, 920, 950, 1080,
1170, 1250, 1450, 1520, 1900 e 2072
OPKO07/5’-AGCGAGCAAG-3' 12 250, 330, 500, 550, 600, 720, 850, 1000,
1250, 1420, 1530 e 1850
OPK10/5’-GTGCAACGTG-3 13 350, 400, 550, 700, 800, 950, 1000, 1100,
1300, 1400, 1600, 1750 e 2072
OPK16/5'-GAGCGTCGAA-3’ 13 400, 480, 550, 620, 780, 1000, 1100, 1200,

1300, 1500, 1600, 2072 e 2100
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Para o primer AMO1, foram selecionados 15 locos/bandas, que
variaram de 400 a 2300 pb (Figura 2). Verificou-se um padréo de bandas muito
semelhantes, exceto para a populacdo de Sao Gabriel da Cachoeira, que
apresentou maior numero de fragmentos amplificados. Bandas com cerca de
900 e 1650 pb foram detectadas em todas as populacbes. Outras, presentes
nas regides com cerca de 400, 500 e 550 pb, foram detectadas somente na

populacdo de Sao Gabriel da Cachoeira.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 C M

-

2072pb

1500pb

600pb

400pb

Figura 2 - Perfil da variabilidade genética em populacées de Anopheles darlingi do Estado

do Amazonas, baseado em analise RAPD, usando o primer AMO1. De 1 a 4 (Sao Gabriel
da Cachoeira), de 5 a 8 (Coari), de 9 a 12 (Tabatinga), de 13 a 16 (Manaus); C = Controle
negativo; M = Marcador Molecular (Ladder 100 pb).

O perfil eletroforético das populacdes de A. darlingi usando o
primer AMO5 revelou amplo namero de fragmentos amplificados e padrées de

bandas diferenciais (Figura 3). Para esse primer, foram selecionados 18
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locos/bandas, que variaram de 400 a 2300 pb. Observou-se que pelo menos
uma banda, com cerca de 480 pb, foi revelada em todas as populacdes.
Enquanto que outras foram mais especificas. Na regido com cerca de 780 pb
foram detectadas bandas presentes somente nas populacbes de Coari e
Tabatinga. Outra regido, com aproximadamente 1700 pb, foi revelada somente
na populacdo de Sao Gabriel da Cachoeira. Em todos os géis analisados,
observou-se a presenca simultanea de dois locos, situados nas regibes com
cerca de 400 e 520 pb (bandas destacadas na Figura 3), o que talvez indique

uma certa ligacdo entre ambos.

M 12 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 C M

2072pb

1500pb

600pb

Figura 3 - Perfil da variabilidade genética em populacdes de Anopheles darlingi do
Estado do Amazonas, baseado em analise RAPD, usando o primer AM05. De 1 a 5
(S&o Gabriel da Cachoeira), de 6 a 10 (Coari), de 11 a 14 (Tabatinga), de 15 a 18
(Manaus); C = Controle negativo; M = Marcador Molecular (Ladder 100 pb).

O perfil eletroforético das populacdes de A. darlingi usando o

primer AMOG6, revelou padrdoes de bandas muito semelhantes (Figura 4). Para
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esse primer, foram selecionados 14 locos/bandas, que variaram de
aproximadamente 370 a 2000 pb. Desses, quatro foram detectados em todas
as populacdes, com fragmentos de aproximadamente 370, 780, 1020 e 1030
pb. Na populacdo de Sao Gabriel da Cachoeira foram observadas duas

regides, com cerca de 570 e 2000 pb, que estavam ausentes nas demais.
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Figura 4 - Perfil da variabilidade genética em populagbes de Anopheles darlingi do
Estado do Amazonas, baseado em analise RAPD, usando o primer AM06. De 1 a 4
(S&o Gabriel da Cachoeira), de 5 a 8 (Coari), de 9 a 12 (Tabatinga), de 13 a 16
(Manaus); C = Controle negativo; M = Marcador Molecular (Ladder 100 pb).

Para o primer AMO8 foram selecionados 18 locos/bandas, que
variaram de aproximadamente 400 a 2072 pb (Figura 5). O perfil eletroforético
revelou um grande numero de fragmentos amplificados, exceto para a
populacdo de Sao Gabriel da Cachoeira, que apresentou poucos fragmentos e

padrées de bandas diferenciais. Nela, foram detectadas trés regides, com

2072pb
1500pb

600pb

300pb



39

cerca de 420, 600 e 1700 pb, que estavam ausentes nas outras populacoes.
Por outro lado, outras trés regifes, com aproximadamente 650, 1300 e 1900
pb, foram reveladas em todas as popula¢des, com excecdo de Sao Gabriel da
Cachoeira. Pelo menos dois locos, com cerca de 1000 e 2072 pb, foram

revelados em todas as populacgdes.
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Figura 5 - Perfil da variabilidade genética em popula¢cées de Anopheles darlingi

do Estado do Amazonas, baseado em analise RAPD, usando o primer AM08. De
1 a 3 (S&o Gabriel da Cachoeira), de 4 a 6 (Coari), de 7 a 9 (Tabatinga), de 10 a
12 (Manaus); C = Controle negativo; M = Marcador Molecular (Ladder 100 pb).

O perfil eletroforético das populacdes de A. darlingi usando o
primer AMQ9, revelou amplo nimero de fragmentos amplificados e padrdes de
bandas diferenciais (Figura 6). Para esse primer, foram selecionados 14
locos/bandas, que variaram de aproximadamente 200 a 2200 pb. Observou-se

certa diferenciacdo com relagédo aos padrbes de bandas nas populagdes de
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S&o Gabriel da Cachoeira e Manaus. Pelo menos trés locos, com cerca de 400,
700 e 760 pb, foram detectados em todas as populacdes. Duas regides, com
cerca de 200 e 1650 pb, foram reveladas somente na populacdo de S&o
Gabriel da Cachoeira. Na populacdo de Manaus foi observada a presenca de

uma regido, com cerca de 900 pb, que esteve ausente nas demais.
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Figura 6 - Perfil da variabilidade genética em populacées de Anopheles darlingi do
Estado do Amazonas, baseado em analise RAPD, usando o primer AM09. De 1 a 4 (Séo
Gabriel da Cachoeira), de 5 a 8 (Coari), de 9 a 13 (Tabatinga), de 14 a 18 (Manaus); C =
Controle negativo; M = Marcador Molecular (Ladder 100 pb).

O primer AM20 foi o que apresentou maior numero de
fragmentos amplificados, sendo selecionados 21 locos/bandas, que variaram
de 300 a 2100 pb (Figura 7). Observou-se que pelo menos quatro locos, com
cerca de 700, 1100, 1400 e 2100 pb, foram revelados em todas as populacdes.

Observou-se ainda que as populagbes de S&o Gabriel da Cachoeira e de
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Manaus mostraram padroes de bandas diferenciais. Para a primeira, foram
reveladas duas regifes, com cerca de 400 e 500 pb, que nédo foram detectados
nas outras populacdes. Para a segunda, ndo foi detectada a presenca de

bandas com cerca de 760 pb, que foram reveladas nas demais.
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Figura 7 - Perfil da variabilidade genética em populagées de Anopheles darlingi do
Estado do Amazonas, baseado em andlise RAPD, usando o primer AM20. De 1 a 4
(Sao Gabriel da Cachoeira), de 5 a 8 (Coari), de 9 a 13 (Tabatinga), de 14 a 18
(Manaus); C = Controle negativo; M = Marcador Molecular (Ladder 100 pb).

Para o primer OPKO04 foram selecionados 14 locos/bandas, que
variaram de 580 a 2072 pb (Figura 8). Observaram-se padrdes de bandas
semelhantes entre as populacbes. Cerca de cinco locos, com
aproximadamente 600, 920, 1170, 1400 e 2072 pb, foram revelados em todas

elas. Entretanto, um loco, com cerca de 800 pb, foi revelado somente nas

populacdes de Sao Gabriel da Cachoeira e de Manaus.
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Figura 8 - Perfil da variabilidade genética em populacdes de Anopheles darlingi do Estado
do Amazonas, baseado em andlise RAPD, usando o primer OPK04. De 1 a 4 (Séao Gabriel
da Cachoeira), de 5 a 8 (Coari), de 9 a 12 (Tabatinga), de 13 a 16 (Manaus); C = Controle
negativo; M = Marcador Molecular (Ladder 100 pb).

O primer OPKO7 foi o que obteve menor numero de
locos/bandas selecionados (12), que variaram de 250 a 1850 pb (Figura 9).
Observaram-se padrdes de banda similares, com pouca variagdo entre as
populacdes. Quatro locos, com cerca de 250, 500, 850 e 1000 pb, foram
revelados em todas as populacdes. Na populacao de Sao Gabriel da Cachoeira
nao foi observada a presenca do loco, com aproximadamente 700 pb, presente

nas demais.
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Figura 9 - Perfil da variabilidade genética em populacdes de Anopheles darlingi do
Estado do Amazonas, baseado em analise RAPD, usando o primer OPKO7. De 1 a
4 (S&o Gabriel da Cachoeira), de 5 a 8 (Coari), de 9 a 12 (Tabatinga), de 13 a 16
(Manaus); C = Controle negativo; M = Marcador Molecular (Ladder 100 pb).

O perfil eletroforético das populacdes de A. darlingi usando o
primer OPK10, revelou amplo numero de fragmentos, com pouca variacdo
entre as populagbes (Figura 10). Para esse primer foram selecionados 13
locos/bandas, que variaram de 350 a 2072 pb. Pelo menos cinco locos, com
cerca de 550, 720, 850, 1000 e 1600 pb, foram revelados em todas as
populacdes. Na populacdo de Manaus nao foi detectado o loco, com

aproximadamente 350 pb, presente nas demais.
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Figura 10 - Perfil da variabilidade genética em populagbes de Anopheles darlingi do
Estado do Amazonas, baseado em analise RAPD, usando o primer OPK10. De 1 a 4
(S&o Gabriel da Cachoeira), de 5 a 8 (Coari), de 9 a 12 (Tabatinga), de 13 a 16
(Manaus); C = Controle negativo; M = Marcador Molecular (Ladder 100 pb).

Para o primer OPK16 foram selecionados 13 locos/bandas, que
variaram de 400 a 2100 pb (Figura 11). Observou-se pouca variagdo nos
padrdes de bandas entre as populacdes. Foram detectados pelo menos cinco
locos, com aproximadamente 620, 780, 1000, 1300 e 1500 pb, em todas as
populacdes. Entretanto, na populacdo de Sao Gabriel da Cachoeira nédo foi
observada a presencga de um loco, com cerca de 2100 pb, que estava presente

nas demais.
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Figura 11 - Perfil da variabilidade genética em populacdes de Anopheles darlingi do

Estado do Amazonas, baseado em analise RAPD, usando o primer OPK16. De 1 a 4 (Sao
Gabriel da Cachoeira), de 5 a 8 (Coari), de 9 a 12 (Tabatinga), de 13 a 16 (Manaus); C =
Controle negativo; M = Marcador Molecular (Ladder 100 pb).

IV.2 Andlise da variabilidade genética

Com base nos dados apresentados na tabela 2, verificou-se um
nivel de variabilidade genética elevado, obtido a partir dos valores de
porcentagem de locos polimérficos (P) e de heterozigosidade média esperada
(He). Das quatro populagdes analisadas, a de S&o Gabriel da Cachoeira
apresentou maior variabilidade genética (P = 97,37%; H. = 0,3202), e a menor

foi observada na populagédo de Manaus (P = 78,94%; He = 0,2741). Por outro
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lado, a variabilidade genética obtida para as popula¢cdes de Coari (P = 86,18%;

He = 0,3076) e Tabatinga (P = 84,85%; He = 0,3073) foi muito similar.

Tabela 2. Estimativa da variabilidade genética em quatro populagbes de Anopheles darlingi

do Estado do Amazonas, baseada em analises RAPD.

Populagéo Numero médio de Porcentagem de Heterozigosidade média

. , e *%
amostras por loco locos polimérficos *  Observada  Esperada

Coari 50 86,18 0,3055 0,3076
S. G. da Cachoeira 50 97,37 0,3183 0,3202
Manaus 50 78,94 0,2717 0,2741
Tabatinga 50 84,87 0,3044 0,3073

* Frequéncia do alelo mais comum, menor ou igual a 0,95;

** Estimativa ndo enviesada (NEI, 1978).

Apesar das populacbes de Sao Gabriel da Cachoeira e de
Manaus estarem localizadas as margens de um mesmo rio (Negro), a
variabilidade genética apresentada por ambas foi bastante diferente, conforme
descrito acima. Em S&o Gabriel da Cachoeira, os valores obtidos da
variabilidade genética podem estar relacionados, principalmente, com o0s
efeitos da selecdo natural, que favorece populacdes altamente variaveis. Na
populacdo de Manaus, a baixa variabilidade pode estar relacionada com a
reducdo no tamanho efetivo da populacdo, provocada pelas intensivas
campanhas de controle do mosquito na cidade, e essas medidas talvez
possam fazer com que essa populacdo seja recomposta por poucos individuos
(Efeito do Fundador), e quanto maior a taxa de extincdo e recolonizacdo da

populacdo, menor a variancia nas frequéncias alélicas. Por outro lado, essa
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populacdo pode estar sofrendo um estrangulamento demogréafico, e
consequentemente, deriva genética e endogamia, cuja conseqiéncia é a

diminuicao da variabilidade genética.

No caso de Coari e Tabatinga, os resultados foram divergentes
daqueles encontrados em S&o Gabriel da Cachoeira e Manaus. Essas duas
cidades estéo localizadas as margens de um mesmo rio (Solimées-Amazonas)
e a variabilidade genética de ambas foi muito similar. Isso implica dizer que

entre essas duas populacdes esta ocorrendo um constante fluxo génico.

O teste para determinar se existe diferenca nas frequéncias
alélicas entre as populacdes, a partir do “Exact Test” (RAYMOND & ROUSSET,
1995) foi significativo (x>~ 1589,5700; GL= 304; P < 0,001), indicando reducao
no fluxo génico entre elas. A estrutura genética foi testada com base no método
0 para verificar o coeficiente de endocruzamento, sendo o valor Fsr significativo
(Fst=0,0851 + 0,0075). O indice de consisténcia do “bootstrapping” para 1000

replicacdes foi de 95%.

Apesar da significante diferenciacéo, a distancia genética entre
as quatro populacdes analisadas foi baixa (Tabela 3), sendo a menor distancia
observada entre Coari e Tabatinga (D = 0,0095), e a maior entre Tabatinga e
S&o Gabriel da Cachoeira (D = 0,0502). Em popula¢gdes naturais, espera-se
gue quanto mais distanciadas geograficamente elas estejam, mais diferentes
elas sejam em termos de base genética, provocadas, principalmente, pelo
isolamento por distancia (IBD). No entanto, nem sempre isso ocorre. Entre Sao

Gabriel da Cachoeira e Tabatinga, considera-se que a distancia genética
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esteja, possivelmente, relacionada com a distancia geografica (Figura 12). Por
outro lado, o mesmo nao foi observado entre Tabatinga e Coari, que
apresentaram menor distancia genética, e nao sao tado proximas
geograficamente, quando comparada com Manaus. Em outra analise, observa-
se que Sao Gabriel da Cachoeira e Tabatinga estédo localizadas as margens de
rios diferentes e esse fato pode estar influenciando a reducéo no fluxo génico
entre essas duas populacdes, provocando o consequente distanciamento entre
ambas. Em contrapartida, Coari e Tabatinga estéo localizadas as margens de
um mesmo rio e como apresentaram menor distancia genética, isso pode
indicar que o rio Solimdes-Amazonas esteja facilitando o intercambio entre

essas duas populacoes.

Tabela 3. Matriz de similaridade e distancia genética entre quatro populacdes de
Anopheles darlingi do Estado do Amazonas, baseadas em analises RAPD. Valores
acima da diagonal correspondem a distancia genética ndo enviesada e abaixo da

diagonal correspondem a similaridade genética ndo enviesada (NEI, 1978).

Populacéo S. G. da Cachoeira Coari Tabatinga Manaus
S. G. da Cachoeira ek 0,0480 0,0502 0,0314
Coari 0,9532 Hkkkk 0,0095 0,0294
Tabatinga 0,9511 0,9905 Fkkkk 0,0262

Manaus 0,9691 0,9710 0,9741 el
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Figura 12 — Imagem de Satélite do Estado do Amazonas, destacando a distancia geografica

(via fluvial) das quatro localidades estudadas.

FONTE: www.siglab.inpa.gov.br

Com base nos resultados obtidos, foi possivel construir um
dendrograma de similaridade e distancia genética (Figura 13), o qual separou
as quatro populacdes em trés clusters. O primeiro foi formado por Coari e
Tabatinga, o segundo por Manaus, e o terceiro por Sdo Gabriel da Cachoeira.
Analisando esses trés clusters, observou-se que o rio talvez esteja
facilitando/dificultando o fluxo génico entre as populacées de A. darlingi. As
cidades de Coari e Tabatinga estdo as margens do mesmo rio e suas
populacdes foram agrupadas dentro do mesmo cluster. As cidades de Manaus
e Sao Gabriel da Cachoeira estédo localizadas as margens de um mesmo rio,
conforme descrito anteriormente. Entretanto, foram agrupadas em clusters

diferentes. Este fato pode estar relacionado com as modificacbes ambientais
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resultantes da acdo antropica (campanhas de combate ao mosquito) realizadas

em Manaus.
| | | | | |
I | | | | 1
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Figura 13 — Dendrograma agrupando as popula¢cdes de Anopheles darlingi do Estado do
Amazonas com base na distancia genética, obtida por analise RAPD. Método ndo ponderado

de agrupamento de pares de populagGes com média aritmética - UPGMA (NEI, 1978).

IV.3 Padrdes comportamentais em populacdes de  Anopheles

darlingi de Manaus e Coari (AM) — Atividade de Picar

A analise com base no comportamento da atividade de picar:
endofagia (intradomicilio), exofagia (peridomicilio e extradomicilio), foi realizada
nas populacdes de Coari e Manaus. No entanto, a anélise no extradomicilio foi

realizada somente na populacéo de Coari.
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Nas coletas realizadas em Coari, no periodo compreendido entre
18:00 h e 22:00 h, houve diferenca na densidade de A. darlingi no intra, peri e
extradomicilio (gado). Com base nos dados mostrados na figura 14, observou-
se que, em todos os horéarios analisados, foram capturados mais mosquitos
dentro dos domicilios, revelando que a atividade de picar ocorre principalmente
dentro das casas e no horario compreendido entre 18:00/19:00 h. Por outro
lado, a densidade no peridomicilio comeca baixa no inicio da noite, depois
aumenta consideravelmente no horario entre 19:00/20:00 h, diminuindo com o
transcorrer da noite. No extradomicilio (gado), foram observadas as menores

densidades, sendo que s6 foram detectados insetos entre 19:00 h e 21:00 h.
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Figura 14 — Distribuicdo da atividade de picar de Anopheles darlingi entre 18:00 e 22:00 hrs.,

no intra, peri e extradomicilio (gado), na cidade de Coari-AM.

Nas coletas realizadas em Manaus, no periodo compreendido

entre 14:00 e 06:00 h também foram detectadas diferencas na densidade de A.
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darlingi dentro e fora dos domicilios. Com base nos dados mostrados na figura
15 observou-se que até as 23:00 h a densidade de mosquitos no peridomicilio
foi maior, diminuindo apds esse horario, voltando a aumentar entre 23:00 até
03:00 h da manha, voltando a diminuir até o dia amanhecer. Para esse caso,
observou-se, pelo menos, trés picos de atividade de picar do mosquito, nos
horarios entre 18:00/19:00 h, 22:00/23:00 h e 01:00/02:00 h. No intradomicilio,
em geral, foram detectadas as menores densidades, exceto no horario entre
22:00 h a 24:00 h, sendo observado pelo menos dois picos de atividade, nos

horarios entre 18:00/19:00 h e 23:00/24:00 h.
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Figura 15 — Distribuicdo da atividade de picar de Anopheles darlingi entre 14:00 e 06:00 hrs.,

no intra e peridomicilio, na cidade de Manaus-AM.

IV.4 Analise da variabilidade genética em populagcbe s de
Anopheles darlingi de Manaus e Coari (AM) capturadas no intra, peri e

extradomicilio

A andlise da variabilidade genética baseada no comportamento
da atividade de picar em populacdes de A. darlingi foi feita usando os 10

oligonucleotideos (primers). Entretanto, para ilustragdo, foi selecionado
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somente o AMO06, por apresentar o melhor perfil. A figura 16 ilustra o perfil
eletroforético obtido da amplificacdo do DNA da populagdo de A. darlingi
coletada na cidade de Coari (AM), usando esse primer. Verificou-se nesta
figura um padrdo de bandas semelhante entre os trés niveis de comportamento
da atividade de picar do mosquito. No entanto, observou-se que 0S mosquitos
capturados no extradomicilio (gado) apresentaram maior numero de
fragmentos amplificados. Enquanto que, 0s mosquitos capturados no
peridomicilio apresentaram menor numero desses fragmentos. Pelo menos
quatro locos (bandas) foram revelados em todas as localidades, com cerca de
620, 780, 1000 e 1300pb. Nos mosquitos coletados no extradomicilio,
observou-se a presenca de fragmentos acima da regidao de 2072 pb, ausente

nos demais locais.
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Figura 16 - Perfil da variabilidade genética em populacdes de Anopheles darlingi de
Coari (AM), coletadas no intra, peri e extradomicilio (gado), baseado em analise
RAPD, usando o primer AM06. De 1 a 6 (peridomicilio), de 7 a 12 (intradomicilio), de
13 a 18 (extradomicilio); C = Controle; M = Marcador Molecular (Ladder 100 pb).
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A figura 17 ilustra o perfil eletroforético da populacdo de A.
darlingi coletada em Manaus (AM), usando o primer AMO6. Verificou-se nesta
figura um padrdo de bandas muito semelhante entre os dois niveis de
comportamento da atividade de picar do mosquito. Observou-se que, pelo
menos seis locos (bandas), com cerca de 370, 780, 1000, 1300, 1600 e 2072
pb, foram revelados nos dois locais analisados. Comparando com o0s
fragmentos obtidos na populacdo de Coari, para 0 mesmo primer, observou-se
que trés locos foram revelados para as duas populacdes, com cerca de 780,
1000 e 1300 pb, ndo sendo revelado nenhum loco caracteristico de uma

populacao.
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Figura 17 - Perfil da variabilidade genética em populacdes de Anopheles
darlingi de Manaus, coletadas no intra e peridomicilio, baseado em analise
RAPD, usando o primer AMO06. 1, 3, 5, 7, 10 e 12 (intradomicilio); 2, 4, 6, 8,9 e

11 (peridomicilio); C = Controle; M = marcador molecular (Ladder 100 pb).
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Com base nos dados apresentados na tabela 4, verificou-se um
nivel de variabilidade genética elevado na populacdo de Coari, com a
porcentagem de locos polimérficos variando de 77,63 (extradomicilio) a 84,86%
(intradomicilio), e heterozigosidade média esperada de 0,2851 (extradomicilio)
a 0,3069 (intradomicilio). Nos trés parametros analisados, as amostras do
intradomicilio apresentaram o0s maiores valores de porcentagem de locos
polimorficos e de heterozigosidade média esperada, conforme descrito

anteriormente.

A alta variabilidade genética encontrada para esses mosquitos
pode estar relacionada, principalmente, com a selecdo natural que, em
condicbes de pressdo ambiental, favorece a populacdo menos homogénea.
Uma das principais medidas de controle desse mosquito € a borrifacdo de
inseticidas, realizada tanto no interior e quanto nos arredores da casa.
Entretanto, no intradomicilio o inseticida permanece por mais tempo
impregnado nas paredes (residual). Esse método pode estar selecionando os

individuos que apresentam maior polimorfismo.

Os menores valores de polimorfismo e de heterozigosidade
média esperada foram encontrados nos mosquitos capturados no
extradomicilio, e essa baixa variabilidade pode estar relacionada com a deriva

genética ou até mesmo com o desvio correspondente ao “efeito Wahlund”.



56

Tabela 4. Estimativa da variabilidade genética na populacdo de A. darlingi de Coari (AM),

capturada no intra, peri e extradomicilio, baseadas em analises RAPD.

Populagéo Numero médio de Porcentagem de Heterozigosidade média

. , e *%
amostras por loco locos polimorficos *  Observada  Esperada

Intradomicilio 20 84,86 0,3012 0,3069
Peridomicilio 20 79,60 0,2916 0,2960
Extradomicilio (Gado) 10 77,63 0,2634 0,2851

* Frequéncia do alelo mais comum, menor ou igual a 0,95;

** Estimativa ndo enviesada (NEI, 1978).

Com base nos dados apresentados na tabela 5, verificou-se um
nivel de variabilidade genética mais baixo na populacdo de Manaus, quando
comparada com a populacéo de Coari. Os valores de porcentagem de locos
polimorficos e de heterozigosidade média esperada entre os dois locais foram
muito proximos. As amostras capturadas no intradomicilio apresentaram o0s
maiores valores de porcentagem de locos polimérficos (P = 78,94%) e de
heterozigosidade média esperada (He = 0,2741). Com base nas andlises
desses dados, ficou evidente que, tanto na populacdo de Manaus quanto na de

Coari, a maior variabilidade genética foi observada no intradomicilio.
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Tabela 5. Estimativa da variabilidade genética na populacdo de A. darlingi de Manaus,

coletada no intra e peridomicilio, baseadas em analises RAPD.

Populagéo Numero médio de Porcentagem de Heterozigosidade média

. , e *%
amostras por loco locos polimérficos *  Observada  Esperada

Intradomicilio 25 78,94 0,2695 0,2741

Peridomicilio 25 75,00 0,2683 0,2732

* Frequéncia do alelo mais comum, menor ou igual a 0,95;

** Estimativa ndo enviesada (NEI, 1978).

Para analise da distancia e similaridade genética, e também
para a obtencdo do coeficiente de diferenciagéo, cada parametro foi assumido
como sendo uma populagdo. Baseado nisso, 0 teste para determinar se
existem diferencas nas frequéncias alélicas entre as subpopulac¢des de Coari e
Manaus, a partir do “Exact Test” (RAYMOND & ROUSSET, 1995) foi
significativo (x2= 695,89; GL= 304; P < 0,001), indicando reducéo no fluxo
génico entre elas. A estrutura genética foi testada, com base no método 6 para
verificar o coeficiente de endocruzamento, sendo o valor Fst significativo (Fst =
0,0775 = 0,0072), onde o indice de consisténcia do “bootstrapping” para 1000
replicacdes foi de 95%, indicando uma estruturacdo microgeogréfica. Enquanto
algumas variagdes genéticas foram observadas entre as localidades, nenhuma

barreira completa para o fluxo génico foi identificada.
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Com base nos dados apresentados na Tabela 6, verificou-se
baixa distancia genética entre as subpopula¢cdes dos locais analisados. Para a
subpopulacdo de Coari, a maior distancia foi observada entre o intra e o
extradomicilio (D = 0,0296), e a menor entre o peri e o intradomicilio (D =
0,0081). Para Manaus, também foi observada uma baixa distancia genética

entre as duas subpopulac¢des (D = 0,0004).

Tabela 6. Matriz de similaridade e distadncia genética entre populagdes de A.
darlingi de Coari e Manaus coletadas no intra, peri e extradomicilio, baseadas em
andlises RAPD. Valores acima da diagonal correspondem a distancia genética néo
enviesada e abaixo da diagonal correspondem a identidade genética né&o
enviesada ( NEI, 1978).

Populacéo 1 2 3 4 5
1 Hkkk 0,0081 0,0261 0,0297 0,0296
2 0,9920 ek 0,0296 0,0334 0,0337
3 0,9742 0,9708 Hkkkk 0,0633 0,0624
4 0,9707 0,9672 0,9387 ek 0,0004
5 0,9708 0,9668 0,9395 1,0004 Hkkkk

1 = Coari peridomicilio; 2 = Coari intradomicilio; 3 = Coari extradomicilio (Gado); 4 =

Manaus intradomicilio; 5 = Manaus peridomicilio.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel construir um
dendrograma de similaridade e distancia genética, que agrupou as
subpopulacdes em trés clusters (Figura 18). O primeiro foi formado pelas
amostras coletadas no intra e peridomicilio da populacdo de Manaus. Nesse
caso observou-se que as subpopulacbes sdo geneticamente muito proximas,

havendo certa homogeneidade entre as mesmas. Por outro lado, a distancia
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genética obtida para as subpopulacdes de Coari foram maiores do que as de
Manaus. Nesse caso, elas foram agrupadas em clusters diferentes e com maior
distancia genética. Um deles agrupou as amostras coletadas no intra e

peridomicilio. O outro agrupou as amostras do extradomicilio.

5.000 4,000 3.000 2.000 1.000 0.000

| Manaus (intradomicilio)

| Manaus (peridomicilio)

Coari (intradomicilio)

Coari (peridomicilio)

Coari (extradomicilio)

Figura 18 — Dendrograma agrupando as populacdes de Anopheles darlingi de Coari e
Manaus, coletados no intra, peri e extradomicilio, com base na distancia genética, obtida
por analise RAPD. Método nao ponderado de agrupamento de pares de populacdes com
média aritmética - UPGMA (NEI, 1978).
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V - DISCUSSAO

V.1 Analise descritiva dos locos RAPD

Estudos de variabilidade genética em nivel molecular tém
demonstrado que regides diferentes, em todo o genoma, apresentam diferentes
taxas de mutacdo (CALVO et al., 2004). Genes de coOpia Unica tém
relativamente baixa taxa de substituicdo, possivelmente porque mudancas nas
regides codificadoras podem produzir um defeito sério na proteina codificada.
Da mesma forma, algumas mudancas na regido regulatoria do genoma
também podem ter efeitos desfavoraveis. Em contraste, o DNA repetitivo,
aparentemente, ndo esta sob restricbes funcionais e, ainda, a variabilidade
nessa regidao do genoma € maior do que nas dos genes de cépia Unica, por

isso, ele € um dos principais alvos de estudo molecular (LI & GRAUR, 1991).

Analisando os perfis eletroforéticos de DNA amplificado via
RAPD observa-se um grande numero de fragmentos polimorficos. Tais
polimorfismos podem ser resultantes de pequenas alteracbes nas sequéncias
dos sitios de iniciagcéo (insercdes/delecdes/substituicdes) ou de alteracdes que
modifiguem o tamanho da sequéncia a ser amplificada (WILLIAMS et al.,
1990). Diferencas em apenas um par de bases podem ser detectadas pela
técnica e, por isso, grande numero de polimorfismos pode ser revelado em

individuos estreitamente relacionados.

Dentre os fragmentos obtidos nesse trabalho, alguns foram
observados em todas as amostras. Por outro lado, poucos se mostraram
exclusivos a determinada populagdo. Calado & Navarro-Silva (2005),

analisando a variabilidade genética em individuos de uma mesma progénie de
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A. cruzii e A. bellator encontraram diferencas quanto ao padrdo de bandas
geradas entre progénies e até mesmo entre individuos irmaos. Esses autores
analisaram o perfil eletroforético da amplificacdo do DNA gendémico de
linhagens F1 dessas espécies, obtidas em laboratorio. Os resultados revelaram
que as geracOes F1 apresentaram alguns fragmentos detectados em todas as
progénies. Por outro lado, outros se mostraram exclusivos a determinado

individuo ou progénie.

Trabalhos realizados por Sanguino & Santos (2002) com
populacbes de A. darlingi da Amazobnia, procedentes de Macapé (AP), Novo
Airdo (AM) e Aripuand (MT), usando marcadores RAPD, revelaram amplo
namero de fragmentos polimorficos. Esses autores selecionaram
aproximadamente 75 locos para a analise da variabilidade genética, com
diferencas quanto aos padrdes de banda, tanto dentro, quanto entre as

populacoes.

Amplo nimero de fragmentos polimorficos também foi detectado
em populacdes de A. darlingi da Amazobnia peruana por Pinedo-Cancino et al.
(2006). Estes autores usaram seis primers (OPA09, OPA08, OPAO5, OPB04 e
1283) e detectaram cerca de 65 locos RAPD, com peso molecular variando de
387 a 1.570 pb. Os primers OPAO9 e OPB04 tém a mesma sequéncia dos
primers AM0O6 e AMO09 usados nesse trabalho. Comparando o perfil
eletroforético, observa-se a presenca de fragmentos (bandas) que foram
revelados em todas as populagbes. Para o OPA09/AMO6, foram detectados
cerca de quatro locos, com aproximadamente 620, 750, 1000 e 1200 pb, que
estiveram presentes tanto nas populagdes do Peru quanto do Brasil. Para o

OPBO04/AMOQ9, foram revelados cerca de cinco locos, com aproximadamente
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400, 700, 720, 1100 e 1200 pb, que também estiveram presentes nas
populacdes dos dois paises. Esses podem ser usados como “locos
diagnoésticos” intraespecificos. Entretanto, nado foi possivel identificar a

presenca de nenhum fragmento caracteristico de uma populacao.

Analisando a estrutura populacional de amostras de A. darlingi
procedentes de paises das Ameéricas Central e do Sul, usando marcador
RAPD, Manguin et al. (1999) detectaram cerca de 35 locos, com peso
molecular variando de 0.350 a 2.323 kilopares de base. O perfil eletroforético
revelou que alguns desses locos foram monomorficos, ou seja, ocorreram em
mais de 95% dos individuos analisados, sendo que desses apenas dois
ocorreram em todos os individuos. Numeros similares de marcadores
diagnosticos foram encontrados por Wilkerson et al. (1995) em populacdes de
A. albitarsis, procedentes do Paraguai, Argentina e Brasil, e por Dimopoulos et
al. (1996) no complexo A. gambiae, da Africa. Todos esses resultados
mostraram amplo nimero de fragmentos polimérficos detectados pela técnica

RAPD.

Os primers usados neste trabalho mostraram serem bons
candidatos para identificagcdo de A. darlingi, usando como ferramenta RAPD,
pois este marcador revelou locos que foram detectados em todos os individuos
nas quatro populacdes, corroborando com os resultados obtidos por Marelli et
al. (2005). Esses autores analisaram a relacao filogenética de varias espécies
do subgénero Nyssorhynchus, usando os mesmos primers citados acima para
amplificar o DNA gendmico e, a partir dai, identificar cada uma delas, sendo
que os resultados obtidos revelaram alguns fragmentos exclusivos de A.

darlingi.
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Em populagbes de A. marajoara procedentes de alguns paises
da América do Sul, usando marcadores RAPD, Wilkerson et al. (1995)
descreveram a existéncia de sete bandas diagnosticas para identificacdo da
espécie. Entretanto, o autor enfatiza a ndo necessidade de um unico individuo
apresentar todos os sete fragmentos, e que somente a presenca de duas

bandas diagndsticas seria suficiente para a correta classificacao.

V.2 Analise da variabilidade genética

A variabilidade genética é considerada um fendmeno biologico
de grande importancia, sendo uma condicdo fundamental para que haja
evolucdo adaptativa de uma espécie, uma vez que a selecdo natural atua entre

as variantes que ocorrem dentro das popula¢des (HARTL, 1981).

Conforme assinala Nevo (1978) a variabilidade genética
intrapopulacional, interpopulacional e interespecifica sdo requisitos
fundamentais para a evolucao, levando a selecdo de gendtipos, mediante as
pressfes ambientais. Sendo assim, a variabilidade genética pode ser medida
por trés parametros: o numero de locos polimérficos, heterozigosidade média
(esperada/observada) e tamanho amostral. Segundo Nei (1972) ela também
pode ser medida pela distancia genética. De acordo com Lounibos & Conn
(2000) todos os estudos de A. darlingi, sem levar em conta o tipo de marcador
(cromossomos politénicos, aloenzimas, mtDNA, RFLPs e sequéncias ITS2),
tém detectado niveis elevados de variabilidade genética e esses dados estao
de acordo com os resultados obtidos nas quatro populacbes desse mosquito

aqui analisadas.
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Kreutzer et al. (1972), analisando cromossomos politénicos de
duas populac¢des brasileiras de A. darlingi, sendo uma da Amazénia e outra do
sul do pais, detectaram que a do norte é mais polimérfica que a do sul, e que
isso poderia estar relacionado com a heterogeneidade da floresta amazénica.
Para esses autores, a diversidade reflete as complexas interagcdes do
ecossistema, com altos indices de produtividade e alto poder de recuperacéo,
quando alterado pela natureza ou pela intervencdo do homem. Nesse contexto,
diferentes autores tém enfatizado o carater heterogéneo das florestas

amazonicas e a diversidade de habitats que ocorre na regiao.

Para Moran (1981) as florestas tropicais fluviais apresentam
elevada diversidade de animais, de composicao floristica e também unidade de
espaco. Uma espécie para explorar e se adaptar aos variados ecossistemas
talvez necessite de certa plasticidade genética para obter éxito (KERR, 1978).
Conforme assinala Dobzhansky (1970) a capacidade adaptativa a novas
condicbes ambientais bruscas requer uma plasticidade maior, a qual é
conferida por wuma variabilidade genética adequada. Populacdes
predominantemente homozigotas nao dispdem de meios para se adaptarem a
modificacbes do ambiente. Sendo assim, é possivel sugerir que a alta
variabilidade apresentada por A. darlingi talvez esteja relacionada com a

heterogeneidade ambiental da regido amazonica.

Os dados obtidos a partir da analise de marcadores RAPD
revelaram niveis elevados de variabilidade genética (P = 78,94 - 97,37%; He =
0,2741 - 0,3202) nas quatro populacdes analisadas. Comparando com um
estudo realizado por Sanguino & Santos (2002), em popula¢cdes de A. darlingi

procedentes de outras regides da AmazlOnia brasileira, para esse mesmo
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marcador, observam-se diferencas nos valores obtidos. Os resultados
encontrados por esses autores foram elevados (P = 62 — 68%; He = 0,2014 -
0,2508), porém menores que os obtidos para as populacbes de Manaus, Sao

Gabriel da Cachoeira, Coari e Tabatinga.

Manguin et al. (1999), analisando a estrutura genética de
populacdes de A. darlingi, procedentes de Belize, Brasil, Venezuela, Guiana
Francesa e Bolivia, usando esse mesmo marcador, detectaram moderada
variabilidade genética e para esses autores, 0s resultados seriam condizentes
com o0s encontrados para organismos co-especificos. Nesse estudo, foi
observado que a populacdo de Belize apresentou a menor variabilidade
genética (P = 16%; H. = 0,019), possivelmente causada pela perda de alelos
polimorficos em populacées que estdo confinadas a ambientes restritos. Por
outro lado, a populacdo com maior variabilidade foi a de Sédo Paulo (P = 48%;
He = 0,130), e esses resultados também foram bem menores que os obtidos

neste trabalho.

Pinedo-Cancino et al. (2006), estudando populacdes de A.
darlingi da Amazonia peruana, usando marcadores RAPD, encontraram valores
de heterozigosidade (He = 0,27 - 0,32) similares aos obtidos em popula¢cbes da
Amazbnia brasileira. Para esses autores, nao foi possivel associar a
variabilidade genética com o ambiente, na qual as amostras foram coletadas.
Sendo assim, as populacdes de A. darlingi da Amazbdnia peruana procedentes
de areas de floresta primaria, secundaria ou desmatada mantém elevado fluxo

génico entre si. O que nao foi observado nas populagdes do Brasil.
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Andlises realizadas com outras espécies de anofelinos também
tém mostrado diferengas quanto ao nivel de variabilidade genética. Posso et al.
(2003) avaliou o grau de diferenciacdo genética entre populacdes de A.
nuneztovari da Coldombia, usando RAPD-PCR. Os resultados obtidos
mostraram heterozigosidade média esperada de 0,343. Para essa mesma
espécie em quatro populacbes brasileiras e duas da Colombia, a

heterozigosidade média variou de 0,087 a 0,116 (SCARPASSA et al., 1999).

Andlises realizadas em populacdes de outro importante género
de mosquito, o Aedes, mostraram altos niveis de variabilidade genética. Em
populacdes de A. albifasciatus procedentes da Argentina Central, usando
marcadores RAPD, encontraram porcentagem de locos polimorficos variando
de 60,7% a 89,3% e heterozigosidade média esperada de 0,19 a 0,31, e esses
valores foram um pouco menores que os obtidos nesse trabalho (SOUSA et al.,
1999). Ja em populagBes de A. aegypti da Argentina, esses valores foram
maiores, com porcentagem de locos polimérficos de 100% e heterozigosidade

média esperada variando de 0,279 a 0,497 (AYRES et al., 2003).

Apesar das populacbes de Sao Gabriel da Cachoeira e de
Manaus estarem localizadas as margens de um mesmo rio (Negro), a
variabilidade genética apresentada por ambas foi bastante diferente. Em Sao
Gabriel da Cachoeira, os maiores valores obtidos de variabilidade genética
podem estar relacionados, principalmente, com os efeitos da Selecdo Natural,
que favorece populacbes altamente varidveis. A populacdo de Manaus
apresentou menor variabilidade genética e isso pode estar relacionada com a
acdo antropica. Na cidade sao realizadas intensas atividades de combate ao

mosquito e essas medidas podem estar contribuindo para a reducdo no
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tamanho efetivo dessa populacdo, que para se restabelecer, deve ser
recomposta por poucos individuos (Efeito do Fundador). Quanto maior a taxa
de extincdo e recolonizacdo da populacdo, menor sera a variancia nas
frequéncias alélicas (FUTUYMA, 1992). Outro fator que pode contribuir para a
reducdo da variabilidade genética na populacdo € a deriva genética e

endogamia.

A ampla variabilidade comportamental e ecolégica mostrada por
A. darlingi levou alguns autores a sugerir gue o0 mesmo fosse um complexo de
espécies cripticas (CHARLWOOD, 1996). Conforme assinala Marelli (2000)
existem controvérsias se essa espécie faz parte ou ndo de um complexo. De
acordo com Dusfour et al. (2007) a elucidacdo de complexo de espécies de
Anopheles é um pré-requisito para determinar quais “unidades genéticas”
desse complexo sédo transmissoras de malaria, e esclarecer as diferencas

ecologicas e etoldgicas que estao relacionadas com a capacidade vetorial.

Para entender o “status” taxonomico de A. darlingi, alguns
trabalhos foram realizados, utilizando anéalises morfoldgicas, padrdes de
isoenzimas, analise do mtDNA e bandeamento de cromossomos politénicos,
mostrando diferencas morfoldégicas e moleculares em varias populacdes
procedentes do Brasil, Suriname, Guiana Francesa, Coldmbia e Venezuela
(KREUTZER et al., 1972; CHARLWOOD & HAYES, 1978; ROSA-FREITAS et
al., 1992; FREITAS-SIBAJEV et al., 1995; CHARLWOOD, 1996). Mas, segundo

alguns autores, essas diferencas sao apenas variagdes intraespecificas.

Os dados de estrutura genética, a partir do indice de fixacao

(Fst) — coeficiente de ancestria (0), mostraram diferenciacdo genética (Fst =
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0,0851 £ 0,0075), cujo indice de consisténcia do “bootstrapping” para 1000
replicacbes foi de 95%. Valores significantes de Fsr (0,102 - 0,204) foram
obtidos, também, por Manguin et al. (1999) em populacdes de A. darlingi das
Américas Central e do Sul. No entanto, esses valores diferem dos obtidos por
Pinedo-Cancino et al. (2006) (Fst = 0,030), em popula¢cdes desse mosquito da
Amazo0nia peruana, com esse mesmo marcador. Para esses autores, o valor de
Fst foi insignificante, sendo essas populagbes consideradas altamente

homogéneas.

Estudando a variabilidade genética em populacdes de A. darlingi
da Amazbnia brasileira, usando andlise de isoenzimas, Santos (1992)
encontraram valores Fst menores (Fst = 0,013 — 0,070) do que os obtidos
neste trabalho, e segundo esses autores, a variabilidade das frequéncias
alélicas detectadas eram maior dentro do que entre as populagbes. J& outro
estudo, realizado por Conn et al. (2006), usando marcadores de
microssatélites, encontraram valores maiores de Fst (0,1841) em populacdes

de A. darlingi, procedentes dos Estados do Amapéa, Mato Grosso e Para.

Comparando-se os dados obtidos nesse trabalho com os obtidos
para outros em géneros de mosquito, usando esse mesmo marcador, verifica-
se que ha diferenca quanto aos valores de Fsr. Menor valor (Fst = 0,025) foi
obtido em estudos realizados com populacbées do mosquito da dengue, A.
aegypti da Argentina (SOUSA et al., 2001). Em outros, realizados com
populacfes dessa mesma espécie de diferentes Estados do Brasil e em A.
albifasciatus da Argentina, os valores de Fst foram maiores, sendo 0,098 e

0,303, respectivamente (SOUSA et al., 1999; AYRES et al., 2003).
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De acordo com Narang et al. (1989a) a divergéncia genética
entre populacbes pode ser constatada quando certo grau de isolamento
reprodutivo ja se estabeleceu nessas populacbes. Apesar da significante
diferenciacédo, a distancia genética entre as quatro populacdes analisadas foi
baixa (D = 0,0502), indicando similaridade genética, sem evidéncia de espécies

cripticas, corroborando com o obtido por Manguin et al. (1999).

Segundo Conn et al. (2006) a distribuicdo de A. darlingi dentro
da bacia amazbnica esta bem documentada, parecendo ser continua, sem
evidéncias da existéncia de barreiras no fluxo génico, e uma situacao similar é
encontrada em A. gambiae na Africa sub-saariana (LEHMAN et al., 2003).
Entretanto, para essa Ultima espécie, alguns autores consideram que o modelo
de isolamento por distancia (IBD) € um dos principais fatores que pode
promover divergéncia genética entre as populacdes desse mosquito. O modelo
IBD também tem sido proposto para explicar a diferenciacdo genética no vetor
da maléaria A. funestus na Africa (COHUET et al., 2004). No entanto, o suporte

para esse modelo de estudo em A. darlingi ainda esta confuso.

Analisando popula¢gdes desse mosquito oriundas da Venezuela,
Brasil e Bolivia, usando dados de RFLP, Conn et al. (1999) encontraram
relacdo entre divergéncia genética e modelo IBD. Para Malafronte et al. (1999),
o isolamento por distancia seria um fator que influencia cerca de 4 a 5% da
divergéncia genética observada na regido ITS2 do rDNA das populagdes do
sudeste do Brasil, gquando comparadas com outras do nordeste e da Amazonia
brasileira. Por outro lado, uma recente analise em populacdes de A. darlingi
capturadas em 19 localidades, distribuidas desde o sul do México até o sul do

Brasil, usando a sequéncia parcial da subunidade do Citrocromo Oxidase | do
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MtDNA, revelou somente uma fraca associacdo entre distancia genética e
distancia geografica, ndo formando um modelo IBD simples (MIRABELLO &
CONN, 2006). Em nivel continental, Manguin et al. (1999) encontraram
evidéncia de divisdo geografica em populacdes de A. darlingi oriundas de cinco

paises das Américas do Sul e Central, usando RAPD.

Posso et al. (2003) avaliaram o grau de diferenciacdo genética
entre populagcdes de A. nuneztovari da Colbmbia usando RAPD. Eles
verificaram que populacbes separadas por 325 km mostraram padrdes mais
elevados de mutacédo, do que as populacdes separadas por somente 250 km e
divididas por barreiras geograficas. No entanto, os resultados aqui obtidos néo

mostraram uma clara relacéo entre distancia genética e distancia geografica.

As populacdes de Sao Gabriel da Cachoeira e de Tabatinga sao
as que apresentam maior distancia geografica (2.205 km via fluvial) das quatro
estudadas, e consequentemente, maiores distancia genética (D = 0,0502). No
entanto, o mesmo nao foi observado entre a populacdo de Manaus e a de
Coari, que apresentam menor distancia geografica (463 km via fluvial). Porém,
a menor distancia genética foi observada entre a de Coari e a de Tabatinga (D

= 0,0095), que estdo separadas por 1.144 km (via fluvial).

E possivel que essa menor distancia genética entre a populagéo
de Coari e a de Tabatinga possa estar relacionada com o rio Solimdes-
Amazonas. Ambas estdo localizadas as margens desse rio, tendo a hidrovia
como principal meio de transporte entre essas populacdes. E assim, existe a

possibilidade que por meio de embarcacdes também sejam transportados
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mosquitos, 0s quais passam a entrecruzar com outros da populacdo local,

propiciando um fluxo génico continuo entre elas.

Dessa forma, os resultados aqui obtidos revelaram que a
variabilidade genética encontrada para A. darlingi € condizente com a
existéncia de uma unica espécie. Embora tenha sido encontrada moderada
diferenciacdo genética entre essas populacdes, indicando reducdo no fluxo
génico, as mesmas sao geneticamente semelhantes e esses resultados
corroboram com os obtidos por Rosa-Freitas et al. (1998) e Manguin et al.

(1999).

V.3 Padrbes comportamentais em populacdes de Anopheles

darlingi de Manaus e Coari — Atividade de Picar

Segundo Tadei et al. (1993), os niveis de exofilia e endofilia,
relacionados com o habito de picar do mosquito fora e dentro das residéncias,
sdo parametros relevantes em estudos de populacbes de anofelinos, pois
revelam os padroes dos mecanismos de transmissdo da malaria. Alguns
estudos realizados em populacdes de A. darlingi da Venezuela mostraram que
a malaria refrataria nesse pais, decorre da acentuada exofilia demonstrada
pela espécie, em areas restritas de sua distribuicdo geografica (GABALDON &
GUERRERO, 1959; GABALDON et al., 1975). Este comportamento na regiéo é
apontado como causa principal da ineficiéncia dos inseticidas depositados no

interior das residéncias.

Os dados sobre o grau de exofilia e endofilia de A. darlingi em

Coari e Manaus evidenciaram variagdo conforme a regiao. De acordo com Van
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Thiel (1962), essa espécie, assim como as demais do género Anopheles,
apresenta um padrao caracteristico de comportamento, em relacéo a atividade
de picar, e variacbes podem ser observadas quanto a endofilia-exofilia e

zoofilia-antropofilia, ao longo da area de sua distribuicao geografica.

Conforme assinala Tadei et al. (1988), os padroes de
comportamento da atividade de picar podem mudar, dependendo se a area for
natural ou alterada, além da densidade populacional, que se modifica conforme

o periodo de inverno e verao.

Os resultados das coletas realizadas em Coari revelaram maior
densidade desse mosquito no intradomicilio e essa populacdo tem uma
atividade crepuscular acentuada nas primeiras horas da noite (18:00 e 20:00
h), decrescendo a medida que o dia clareava. Esses mesmos resultados foram
encontrados por Couto et al. (2001) em coletas realizadas em areas de
garimpo no Estado do Amapa. Entretanto, esses resultados contrastam com os
encontrados por Tadei et al. (1993). Esses Ultimos autores analisaram o
comportamento da atividade de picar de A. darlingi em Ariquemes (RO) e ao
longo da BR-174 (Manaus-Boa Vista), observando maior densidade de

mosquitos no peridomicilio.

Comparando a preferéncia alimentar das coletas realizadas em
Coari, observou-se que A. darlingi parece ter predilecdo por humanos
(antropofagia), pois em quase todos os horéarios, a densidade de mosquitos
capturados no gado foi baixa. Um estudo similar foi realizado por Tadei et al.
(1998) na zona rural de Ariqguemes (RO). Esses autores analisaram o grau de

antropofilia e zoofilia durante os periodos de inverno, verdo, e o de transi¢ao
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entre esses dois periodos, observando que essa espécie mostrou-se altamente
antropofagica, com cerca de 59% de exemplares capturados alimentando-se
no homem, e esses indices ndo mudaram considerando o periodo do ano

(inverno, verao ou transicao).

Lourencgo-de-Oliveira et al. (1987; 1989) e Oliveira-Ferreira et al.
(1988), analisando o comportamento da atividade de picar dessa espécie, no
Municipio de Ariquimes e Polos de colonizacdo, em Rondbénia, detectaram
maior nivel de exofilia. Padrées similares foram encontrados na populacao de
Manaus desse trabalho, porém com dois picos de atividade, sendo um no
comeco da noite, entre 18:00 e 19:00 h, e outro entre 21:00 e 24:00 h. A
constatacdo de uma exofilia acentuada, nos diferentes pontos da Amazonia,
indica que deve haver um redirecionamento nas medidas de controle da
malaria. Um padrdo bimodal de comportamento foi observado por Tadei et al.
(1993), e esses autores sugeriram que, em algumas localidades, o padréo

bimodal permite diferenciar essa espécie das demais.

V.4 Andlise da variabilidade genética em populacdes de
Anopheles darlingi com base nos padrdes de comportamento da

atividade de picar

Segundo levantamentos prévios, nenhum estudo tinha sido
realizado relacionando o comportamento da atividade de picar de A. darlingi e a
variabilidade genética, os quais reunidos podem trazer informacdes
epidemioldgicas valiosas que possam estar relacionadas com a capacidade

vetorial da espécie.
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No complexo A. gambiae da Africa, os estudos sobre
polimorfismo cromossdémico, envolvendo as duas principais espécies
transmissoras da maldria humana naquele continente, A. gambiae e A.
arabiensis, mostraram que arranjos génicos especificos estdo associados a
variacbes no comportamento, quanto a exofilia e endofilia, levando as

conseqléncias evolutivas e epidemioldgicas relevantes (COLUZZI et al., 1979).

Na populacdo de Coari, foi observada maior variabilidade
genética nas amostras capturadas no intradomicilio (P = 84,86%; He = 0,3069),
e 0 mesmo foi constatado na populacédo de Manaus (P = 78,94%; He = 0,2741).
Isso pode indicar que essas populacdes apresentam maior plasticidade
genética, que conferem uma adaptabilidade maior as mudancas ambientais.
Conforme Dobzhansky (1970) essa capacidade adaptativa a novas condi¢cdes
ambientais bruscas requer uma plasticidade maior, a qual é conferida por uma
variabilidade genética adequada; e populagcdes predominantemente
homozigotas ndo dispdem de meios para se adaptarem a modificacdes do

ambiente.

Segundo Tadei et al. (1993) e Akhavan et al. (1999), na regido
amazonica, costumam-se usar, como medida de controle do mosquito
transmissor da malaria, inseticidas borrifados no interior das residéncias. Essa
medida de controle altera as condigbes ambientais, que poderiam eliminar os
mosquitos com baixa variabilidade genética, favorecendo os que apresentam

maior plasticidade.

Conforme citado anteriormente, estudos analisando a

variabilidade genética e correlacionando com os padrdes da atividade de picar
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ainda ndo tinham sido feitos. Portanto, torna-se dificil a comparacdo dos
resultados aqui obtidos. Entretanto, alguns trabalhos foram realizados levando

em conta as variagdes genéticas de acordo com a sazonalidade da regiao.

Tadei & Santos (1982), analisando inversées cromossémicas em
populacdes de A. darlingi e correlacionando com as estacdes de verdo e
inverno, observaram diferencas quanto ao padrdo de bandeamento. Os dados
obtidos por esses autores evidenciaram modificacbes nas frequéncias dos
arranjos cromossodmicos no decorrer dos periodos de amostragem. Estudos
anteriores em populacdes de A. darlingi de Manaus e da BR-174, realizados
por Kreutzer et al. (1972) e Tadei et al. (1982) também evidenciaram esta
caracteristica das populacbes da Amazbnia. As frequéncias elevadas e
significativas de heterozigotos, para a maioria das inversdes, foram
interpretadas, pelos ultimos autores, como indicativas de uma adaptabilidade

maior dos heterozigotos em relacdo a heterogeneidade ambiental.

Estudos realizados por BAYOH et al. (2001), em populacdes de
A. gambiae, procedentes do oeste da Africa, mostraram que as formas
cromossomais dessa espécie parecem ter preferéncia por condicdes climaticas
especificas. Naquele estudo as formas denominadas de Floresta e Bissau
ocorreram em lugares umidos (precipitacdo anual média de 1.438 mm), a forma
Mopti foi encontrada em lugares secos (precipitacdo anual média de 938 mm) e
a forma Savana ocorreu em lugares intermediarios entre seco e uUmido

(precipitacdo anual média de 1.067 mm).
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VI — CONCLUSOES

A andlise dos dados de populacdes de A. darlingi, com base no
estudo de marcadores RAPD, possibilitou as seguintes conclusdes:

1. As quatro populacdes estudadas apresentaram variabilidade
genética elevada, possivelmente, decorrente da propria estrutura
genética das populacdes no ambiente amazoénico.

2. As populacdes de Manaus e Sao Gabriel da Cachoeira,
apesar de estarem as margens de um mesmo rio (Negro), ndo
apresentaram variabilidade genética similar. Nesse contexto,
supfe-se que a populacdo de Manaus esteja sofrendo intensas
pressfes antrOpicas, o que tem favorecido a perda de alelos
heterozigotos, possivelmente, resultante do Efeito Fundador
(“bottleneck”).

3. Os dados das amostras analisadas revelaram valores de Fsr
altamente significativos, porém com baixa distancia genética entre
as populacdes, com valores dentro dos limites de divergéncia
genética de uma espécie monotipica.

4. Apesar da grande similaridade genética, as populagdes foram
agrupadas em trés clusters: um constituido por Coari e Tabatinga,
ambas localizadas as margens do rio Solimdes-Amazonas; outro
por Manaus, situada as margens do rio Negro, mas, préxima ao

encontro das aguas desse rio com o Solimdes-Amazonas; e o



77

ultimo por Sédo Gabriel da Cachoeira, que esta as margens do rio
Negro.

N&o houve uma correlacdo clara entre distancia genética e
distancia geogréafica entre as populacdes analisadas. E possivel
gue o fluxo génico seja induzido pelos rios amazbnicos, que
servem como meio de dispersao das populacdes desse mosquito.

Nas populagcbes de Manaus e Coari, foram observadas
diferencas quanto a intensidade da hematofagia desses
mosquitos no intra, peri e extradomicilio, revelando que a espécie
A. darlingi apresenta estratégias comportamentais conforme o
ambiente considerado.

Houve maior variabilidade genética nas populacoes

capturadas no intradomicilio, revelando maior plasticidade

genetica, e esta, possivelmente, confere a essa espécie maior
adaptabilidade as mudancas ambientais e/ou as medidas de

controle da malaria.
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