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RESUMO

Sao nelatades resultades preliminares sobre ¢ pelimongismo protfeice de pepufagies
naturals de Anopheles darnfingd, procedentes de duas Lecalidades da reglae amazonica-And
quemes (Rondonia) ¢ Redovia PA-422 (Paxa). Para asestexases, {fod detectada vatiagde pa
ra ¢ Lecus EsE-2 wa populacae de Aiiguemes, enguanto fod monométiico na populacde  da
PA-427, sendo vendficades nesta wltima, apenas (ndividucs com ¢ genotipo EsEZ*F/EALIMF,
A gregiiencia de alefo Est?*F fod estimada em 0,80 na populacae de Ardquemes, valor esle
muito malon do que o chservade na popufacac da BR-174 {(Manaus/Bea Vista), em estudos
anteriores, que 4od de 0,48, 08 neswliados para o sisfema da Leucina aminopeptidase
[LAP) sugerem que « enzdma e contiolada por taes Locd, aparentemente monomorsicos on
ambas as populacoes.

Anopheles darlingi, do subgénero Nyssorhynchus, apresenta uma ampla distribuicao
gecgrafica, ocorrendo desde o México até ao norte da Argentina, e € o principal  vetor
da malaria humana no Brasil (Rachou, 1958; Forattini, 1962; Ferreira, 1964},

Dados de polimorfismo cromossdmico foram obtidos por Kreutzer et al. (1972) e Ta-
dei et al. (1982), os quais evidenciaram que a espécie € altamente polimérfica no cen-
tro da distribuicao geografica., 0 valor médio por individuos obtido por esses Gltimos
autores em populagoes da Amazdnia, para inversoes no estado heterozigoto, foi de 4,13 ¢
0,13 e medidas realizadas em diferentes épocas do anc nessas mesmas populacoes evidenci
aram que o indice médio oscila, porém saoc mantidos indices elevados de heterozigotos
(Tadei & Santos, 1982).

Estudos isoenzimicos em A. darlingi foram realizadeos por Santos (1979) e  Narang
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et al . (1979) em populagoes da Rodovia BR-174 (Manaus/Boa Vista).

Santos estudou a genética de um sistema esterdsico na fase de larva de 49 instar,
wntrolado por dois alelos denominados Est2*F e Est2*S sendo a frequéncia desse uGltimo
gstimada em 0,52, Um dado interessante obtido e a partir do estudo desse sistema isoen
zimatico foi a estimativa do numero de machos que se acasalam com uma fémea, usando-se
como parametro as freqléncias desses alelos em descendentes de uma mesma postura {San-
tos et al., 1981).

Narang et al. (1979) estudaram 19 loci que controlam a sintese de diferentes enzi
nas e verificaram que a proporgao de loci polimorficos € 0,632 e que a proporgac de in-
dividuos heteroziqotos por locus e de 0,125,

0 presente trabalhc € um relato preliminar sobre um projeto no qual se  pretende
estudar polimorfismos cromossomicos e protéicos, em amostras de diferentes regices que
abrangem a distribuicao geografica de A. darlingi no Brasil. Ate o momento, foram cole
tadas amostras de Ariquemes (Ronddnia), da Rodovia PA-422 (Para) e de Cruzeiro do  Sul
[Acre) ; posteriormente, as coletas deverao ser feitas em populacoes do Brasil Central
¢ da regiac Sudeste.

As femeas fecundadas, coletadas na natureza, sac transportadas para o laboratério
para postura, isoladamente. Quando surgem as larvas, elas sao mantidas até atingir o
k9 instar e entao sac utilizadas para a preparacao de laminas dos cromossomos salivares
e para analise eletroforética, inicialmente de esterases e leucina-aminopeptidases., A
técnica empregada € a eletroforese em gel amido (11%). Nas cubas, € utilizado tampao
Borato 0,3M, pH 8,6 e o gel feito com Tris-citrato 0,081M, pH 8,6 (Poulik, 1957).

A revelacao das zonas indicando atividade esterasica € feita tanto com wa-naftil
propionato como com propionato de umbeliferona (substrato fluorogénico). No  primeiro

caso, 0s geis sao incubados durante aproximadamente 30 minutos numa mistura contendo:

100 m1 de tampac fosfato 0,1M, pH 6,5; 1 ml de solugac de a-naftil propionato (1% em
agua: acetona, v:v) e 200mg de Fast Blue RR salt. No segundo, | mg de propionato de
umbeliferona € dissolvido previamente em 0,5 ml de acetona, 10 ml de tampao acetato,

0,24, pH 5,5 sao adicionados ac substrato dissclvido em acetona e colocados imediatamen
te sobre o gel, que & observado sob luz U.V.

Para revelar iscenzimas da leucima-aminopeptidase a parte homologa do gel acima
¢ incubada em 100 ml de Tris-maleato 0,05M, pH €,0 contendo 25 mg de L-leucil B-naftila
nida (previamente dissolvidas em 0,5 ml de dimetil-sulfdxidc) e 50 mg de Fast  Garnet
6BC Salt.

Resultados preliminares quanto a analise do polimorfismo cromossémico ja foram
obtidos nas amostras da rodovia PA-422 e de Cruzeiro do Sul e os mesmos  evidenciaram,
tanbém para essas populacoes, altos indices de inversoes no estado heterozigoto (Tadei
en desenvolvimento).

Quanto aos polimerfismos enzimaticos, até o momento, foram analisadas amostras de
Ariguemes (32 individuos) e da rodovia PA-422 (110 individuos), para os dois sistemas
citados acima. Os resultados sugerem que o sistema de leucina aminopeptidase € contro-

lado por 3 loci, aparentemente monomorficos em ambas as populagoes. As 3 isoenzimas
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codificadas por esses loci foram denominadas de LAP-1 a LAP-3, a partir da mais eletro
negativa, conforme estd mostrado na Figura 1.

Em relacao as esterases (Figura 2), confirmamos a presenca de duas regices prin-
cipais de atividade detectadas nessa fase do desenvolvimento, Est-] e Est-2, que ja
haviam sido descritos numa populagao da BR-174 (Rodovia Manaus/Boa Vista) por  Santos
(1979).

Est-1 mostrou-se monomorfica nas duas populacoes analisadas, no presente trabalho,
Contudo, sao chservadas duas bandas para este locus (Figura 2) indicando que, possivel-
mente, possa ser produto de dois alelos. Entretanto, o numero de individuos analisados
ainda & paqueno para observacao de variabilidade nessa regizo e os dados serao amplia-
dos para estudo desta esterase., Quanto a Est-Z, da mesma maneira como relatado para
amostras da BR-174, mostrou-se polimorfica, mas somente na populacao de Ariquemes onde
encontrames segregagao dos dois alelos Est2%S e Est2%F (Figura 3). Na populagao da Ro-
dovia PA-L422, encontramos somente individuos com gendtipo Est2#F/Est2%F enquanto que a
freqliéncia do alelo Est2*F na populacac de Ariquemes foi estimada em 0,80. Esse valor
revelou-se muito maior que ¢ estimado para a BR-174 o qual, conforme ja relatado no

infcio dessa comunicacao, foi de 0,48.

ABSTRACT

We have nelated preliminany results on protedin poelymarphism in two natural populs
tions of Anopheles darlingd from the Amazon region (Axiquemes, state of Rondenia, — and
the Highway PA-422, in the state of Pana). Fon the estferases there wene cbserved varig
Flons in fhe Locus Est-2 in the Ariquemes population, while this Locus was o Romonphie
in the Highwey PA-422 population. In the Laten popubation we found individuals showing
the genotype E8Z*F/Est2*F. The allele frequency Est2*F has been estimated at 0,80 in
the pepulation of Aniquemes, this value bedng much higher than the one nelated to  owt
previous study on the Highway BR-174 (Manaws/Boa Vista) which was 0,48, The results
concerning Leucine-aminopeptidases (LAP) suggest that this enzyme is controlled by
three apparently monomorphic Locd in the both populations.
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Figura 1. TIsoenzimas de LAP (leucina-aminopeptidases) de larvas de Anopheles darling
(amostras 1,3 e 4) e de nuneztovari. Notar a identidade de migracdo entr
LAP-2 e LAP-3 nas duas especies. Gel de amido, pH 8.6. Migracio segundo
seta.

Est-1
Est-2

Figura 2. Iscenzimas de esterases reveladas com ¢-naftail propionato (1) e propiontato
de wumbeliferona (2) em gel de amido. As amostras a,d, e f e g saoc  larvas
de A. darlingi; amostras b e ¢ sdo larvas de A. mediopunctatus. Migracao se

gundo a seta.
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Figura 3.
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Perfil comparativo das esterases de larvas de Anopheles darlingi usando-se a
mido (1) e poliacrilamida (2) como meio suporte. As amostras 3 e 5 no gel
de amido sao de, respectivamente, Anopheles mediopunctatus e de uma pupa
de abelha (Apis mellifera). Migracao no sentido indicado.
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